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MIK90 Minimalna inhibitorna koncentracija, ki inhibira rast 90 % bakterij 
MRS de Man, Rogosa, Sharp gojišče 
MRS w.o. Tekoče gojišče MRS brez glukoze in mesnega ekstrakta 
MRSA Proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus 
OG Optična gostota 
RFU Relativna fluorescenca (Relative Fluorescence Units) 
rpm Število vrtljajev na minuto 
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1 UVOD 
Rastline in rastlinski pripravki se od nekdaj uporabljajo v prehrani in skrbi za zdravje ljudi. 
Rastline so uporabne sveže, posušene ali drugače predelane, lahko se uporabljajo izvlečki, 
eterična olja ali drugi pripravki. Vse omenjene oblike se lahko dodajajo različnim živilom, 
da so okusnejša, varnejša in/ali jim podaljšamo obstojnost. Obstojnost živil lahko 
podaljšamo z različnimi načini fizikalnega, kemijskega in biološkega konzerviranja. Mnogi 
načini so tudi kombinirani, vključujejo npr. toplotno obdelavo in kemijske ali biološke 
dodatke. Ker rastline v svojih celicah lahko kopičijo številne protimikrobne učinkovine, kot 
so npr. flavonoidi, terpeni, smole in eterična olja, se ob dodatku rastline v živilo te 
učinkovine sproščajo in vplivajo na zaviranje rasti mikroorganizmov in s tem na podaljšano 
obstojnost živil.  
 
Pri bioloških metodah konzerviranja so uporabljeni želeni mikroorganizmi. Njihova rast in 
metabolizem vodita proizvodnjo fermentiranih izdelkov v oblikovanje takšnih razmer v 
živilu, ki bodo zavirale razvoj nezaželenih procesov, vključno z aktivnostjo mikrobioloških 
povzročiteljev kvarjenja. Običajno to pomeni znižanje vrednosti pH, spremembo atmosfere, 
odvzem proste vode in sintezo različnih protimikrobnih snovi. Dodatek kemijskih 
protimikrobnih snovi (konzervansov) pa je med potrošniki nezaželen, saj te snovi vzbudijo 
strah pred potencialnimi zdravju nevarnimi učinki.  
 
Nov pristop, ki predstavlja potencialno omejitev uporabe kemijskih konzervansov v 
živilstvu, je uporaba rastlinskih učinkovin, ki lahko zavirajo kvarne procese z omejevanjem 
rasti bakterij, kakor tudi njihovo adhezivnost oz. pritrjevanje na površine. To pomeni zaščito 
pred potencialno tvorbo biofilmov in prenosom kontaminacije. V literaturi zasledimo 
številne raziskave, ki potrjujejo pozitiven učinek rastlinskih pripravkov na podaljšanje roka 
uporabnosti živila (Barbosa in sod., 2009) in omejevanja mikrobne adhezivnosti na živila in 
na površine za omejevanja prenosa mikrobiološke kontaminacije (Bower in sod., 1996). 
 
V okviru magistrske naloge smo obravnavali protimikrobno učinkovitost različnih 
rastlinskih izvlečkov, ki so bili pripravljeni z ekstrakcijo svežega rastlinskega materiala ali 
pa z ekstrakcijo odpadnega materiala po destilaciji eteričnih olj. Prav tako smo vključili 
testiranje nekaterih eteričnih olj. Ugotavljali smo vpliv rastlinskih pripravkov na rast, bodisi 
zaviranje rasti bakterij ali pa spodbujevalni učinek rastlinskega pripravka na rast 
enterokokov in laktobacilov v tekočem gojišču na mikrotitrski plošči. Želeli smo potrditi 
spodbujevalni učinek nekaterih pripravkov na rast in adhezivnost zdravju koristnih 
probiotičnih laktobacilov, kar so že ugotavljali nekateri drugi avtorji (Su in sod., 2007) ter 
vpliv izbranih rastlinskih pripravkov v subinhibitornih koncentracijah na zaviranje 
adhezivnosti enterokokov.  
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1.1 NAMEN DELA 
 
 določiti vpliv rastlinskih pripravkov na bakterijsko rast; 
 
 določiti minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) etanolnih izvlečkov različnih 
rastlinskih materialov (Aframomum melegueta, Juniperus communis, Alpinia 
katsumadai) pred in po destilaciji ter njihovih eteričnih olj ter drugih izvlečkov 
(Calluna vulgaris, Plantago lanceolata in Humulus lupulus) in nekaterih 
industrijskih pripravkov (matični mleček, arabinogalaktan in dihidrokvercetin) na 
različnih sevih rodov Enterococcus in Lactobacillus; 
 
 karakterizirati spodbujevalno delovanje na rast različnih sevov rodu Lactobacillus s 
spremljanjem rastnih krivulj;  
 
 določiti vpliv rastlinskih učinkovin na adhezivnost bakterij rodu Enterococcus.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Rastlinski izvlečki iz materiala pred in po destilaciji ter olja bodo uspešno inhibirali 
rast bakterijskih sevov rodov Enterococcus in Lactobacillus. 
 
 Glede na njihovo kemijsko sestavo pričakujemo spodbujevalni učinek nekaterih 
učinkovin na rast testiranih sevov črevesnih bakterij. 
 
 Rastlinski izvlečki bodo spremenili sposobnost pritrjevanja testiranih sevov na 
kontaktno površino. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKROORGANIZMI 
2.1.1 Enterokoki 
Enterokoki so po Gramu pozitivne, katalaza negativne, nesporogene, fakultativno anaerobne 
bakterije, ki so del človeške in živalske mikrobiote (Koch in sod., 2004). Enterokoki se 
nahajajo v prebavnem traktu živali in ljudi. Pri nepazljivem delu kontaminirajo okolje, v 
živilstvu se lahko enterokoki uporabljajo kot tehnološko koristne bakterije ali kot indikator 
fekalne kontaminacije (Gundogan in sod., 2013). Pri ljudeh najpogosteje najdemo 
bakterijski vrsti En. faecalis (90-95 %) in En. faecium (5-10 %) (Klein, 2003; Watson, 2010). 
Zdravju neškodljivi enterokoki se v industriji uporabljajo kot starter kulture (Foulquié 
Moreno in sod., 2006). Nekateri sevi tvorijo bakteriocine, ki vplivajo na rast drugih bakterij 
(Foulquié Moreno in sod., 2006; Garcia-Cano in sod., 2014). Z uživanjem probiotičnih 
enterokokov, ki se nahajajo v nekaterih fermentiranih živilskih proizvodih, lahko zmanjšajo 
čas zdravljenja driske (Ogier in Serror, 2008).  
 
Prvi enterokoki s hkratno odpornostjo proti več antibiotikom so bili odkriti v letu 1980 
(Huycke in sod., 1991). Odpornost enterokokov ni omejena le na antibiotike, poleg tega so 
bakterije lahko odporne na številne druge učinkovine. V magistrskem delu je Žnidarjeva 
(2014) ugotovila, da so bakterije En. faecalis in En. faecium odporne tudi proti številnim 
izbranim rastlinskim učinkovinam. Bakterije z odpornostjo proti večim protimikrobnim 
zdravilom so v porastu, kar predstavlja terapevtske in epidemiološke izzive. Obvladovanje 
okužb vključuje razumevanje patogeneze mikroorganizmov, smotrno uporabo 
protimikrobnih zdravil, učinkovito obvladovanje okužb v bolnišnicah, v kmetijstvu 
(predvsem v živinoreji) in v okolju (Tendolkar in sod., 2003; Chen in Zervos, 2009). 
Enterokoki so tretji najpogostejši povzročitelji bolnišničnih okužb. Okužbe se običajno 
pojavijo pri zelo bolnih, oslabljenih bolnikih, ki so bili zdravljeni z antibiotiki (Cardo in sod., 
2004; Billington in sod., 2014). Kontaminacija živil s patogenimi enterokoki je posledica 
posredne kontaminacije z onesnaženo vodo in opremo za pridelavo in predelavo živil ali 
neposredne kontaminacije z živalskimi in človeškimi iztrebki v katerem prevladujejo 
patogene bakterije (Foulquié Moreno in sod., 2006).  
2.1.2 Laktobacili 
Laktobacili so po Gramu pozitivne, nesporogene, paličaste bakterije, ki so sposobne 
proizvajati mlečno kislino pri presnovi glukoze. Delimo jih na homofermentativne, kjer je 
glavni produkt mlečna kislina, in heterofermentativne, ki poleg mlečne kisline proizvajajo 
še več drugih produktov, kot so CO2, ocetna kislina, etanol, bakteriocini, itd. Bakterije 
najdemo v živalski krmi, silaži, gnoju, mleku, mlečnih izdelkih, mesninah, v človeškem in 
živalskem prebavnem traktu od ustne votline do debelega črevesa.  
Pri zdravljenju ljudi z antibiotiki se poruši ravnovesje črevesne mikrobiote, kar lahko 
pomagamo uravnovesiti z uživanjem komercialnih pripravkov, ki vsebujejo probiotike. 
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Probiotiki so živi mikrobni dodatek, ki vpliva na gostitelja z izboljšanjem njegovega 
mikrobnega ravnovesja (Fuller R., 1989; Giraffa in sod., 2010). Mikrobno ravnovesje vpliva 
tudi na imunski odziv telesa in posledično dodatno izboljšuje odpornost proti okužbam 
(Giraffa in sod., 2010; Rizzardini in sod., 2012).  
 
Mlečnokislinske bakterije so tehnološko koristne, ker imajo pomembno vlogo pri 
proizvodnji fermentirane zelenjave (kisle kumarice, kislo zelje in kisla repa), pijač (vino in 
pivo), izdelkov iz kislega testa v pekarstvu in fermentiranih mesnin in mlečnih izdelkov 
(Giraffa in sod., 2010). Pri proizvodnji funkcionalnih izdelkov se uporabljajo 
mlečnokislinske bakterije, kakor tudi probiotične kulture. Predstavniki probiotičnih 
bakterijskih vrst so Lb. acidophilus, Lb.casei, Lb. reuteri in Lb. plantarum ter bifidobakterije 
(Giraffa in sod., 2010). Poleg fermentacije živilskih izdelkov se laktobacile uporablja pri 
proizvodnji bakteriocinov in eksopolisaharidov. Bakteriocini in eksopolisaharidi se 
uporabljajo v živilski in farmacevtski industriji za stabilizacijo izdelkov. V zadnjih dveh 
desetletjih so številne raziskave pokazale, da eksopolisaharidi dajejo strukturo mnogim 
končnim izdelkom, medtem ko bakteriocini v živilih vplivajo na zaviranje rasti patogenih 
bakterij (Giraffa in sod., 2010; Barbosa in sod., 2015).  
 
Nekateri laktobacili in laktokoki so razvili odpornost proti antibiotikom npr.: tetraciklin in 
makrolid. Ob zaužitju bakterij, ki niso patogene in so odporne proti določeni učinkovini 
antibiotika ne predstavljajo neposredne nevarnosti za zdravje ljudi. Vendar se v prebavnem 
traktu ljudi poveča verjetnost, da odporne bakterije proti učinkovini v antibiotiku prenesejo 
gene, ki vključujejo informacije za odpornost proti določeni učinkovini antibiotika, na 
patogene bakterije. Patogene bakterije vgradijo gen v svoj genom in tako postanejo odporne 
proti učinkovini. Pri tem so patogene bakterije manj občutljive proti učinkovini v antibiotiku, 
posredno se pri bolnem človeku podaljša čas zdravljenja (Devirgiliis in sod., 2014; Shao in 
sod., 2015). 
2.2 PROTIMIKROBNE RASTLINSKE UČINKOVINE 
Mikroorganizmi so ves čas svojega življenja obdani s številnimi molekulami, kot so viri 
hranil (npr.: ogljikovi hidrati, lipidi, vitamini), komunikacijskimi (quorum sensing) 
spojinami in drugimi spojinami, ki jih tvorijo mikrobi (npr.: antibiotiki) in različnimi 
drugimi molekulami, kot so npr. številne polifenolne spojine, terpeni, terpenoidi, steroidi in 
alkaloidi, ki jih proizvajajo rastline in drugi evkarionti. Nekatere molekule so škodljive za 
bakterije. Bakterije so zato razvile mehanizme, da bi se izognile učinkom toksičnih molekul 
(Wright, 2012). Z izrazom »patogen« poimenujemo bakterije, ki povzročajo bolezni pri 
ljudeh in živalih. Patogene bakterije so razvile več biokemijskih mehanizmov proti 
učinkovinam v zdravilih. Spremenjen odziv bakterijskih celic se lahko izraža v proizvodnji 
novega encima (inaktivacija učinkovine), spremembi proteina, encima ali receptorja, na 
katerega so usmerjene učinkovine ter spremembi celične stene, ki zavira privzem in 
odstranjuje učinkovino iz celice (Probiotic, 2015). 
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2.2.1 Splošne značilnosti in uporaba rastlinskih učinkovin 
Rastline so ves čas svojega življenja v stiku z različnimi bakterijami, virusi in plesnimi, ki 
vstopajo v rastlino preko ran ali koreninskega sistema. Bakterije v rastlini najdejo ugodno 
okolje za rast, saj rastline proizvajajo hranila (Garcia in Hirt, 2014). Nekateri mikrobi z 
rastlino sobivajo (Chaudhry in sod., 2005), drugi povzročajo bolezni (Gonzalez-Lamothe in 
sod., 2009). Številne rastline so razvile obrambne mehanizme, da ustavijo širjenje patogenih 
bakterij. Mehanizmi vključujejo krepitev celične stene, biosintezo litičnih encimov, kot tudi 
proizvodnjo sekundarnih metabolitov. Protimikrobni sekundarni metaboliti zmanjšajo 
možnost vdora in hitre rasti patogenih mikrobov. Mehanizmi niso ves čas aktivni, a se 
aktivirajo ob okužbi. Učinkovine, ki varujejo rastline pred vdorom patogenov, so manj 
raziskane, zato imajo visok potencial za raziskave v znanosti. Nova odkritja učinkovin v 
rastlinah imajo široke možnosti uporabe (Gonzalez-Lamothe in sod., 2009). Rastlinske 
učinkovine v različnih in vitro poskusih zavirajo rast bakterij kot tudi delujejo 
antioksidativno na radikale, ki so vir oksidacijskih procesov in staranja celic. Iskanje 
rastlinskih izvlečkov z učinki na mikrobiološko stabilnost živil se je dodatno okrepilo, ker 
potrošniki zahtevajo vse več izdelkov z nizko vsebnostjo kemičnih dodatkov (Ozcan in sod., 
2009; Hsu in sod., 2010; Mendez in sod., 2012). 
 
Protimikrobne rastlinske izvlečke pridobivajo iz rastlin z različnimi metodami ekstrakcije 
(DuPont in sod., 2002). V agroživilski industriji, npr. predelavi sadja in zelenjave, nastaja 
veliko stranskih proizvodov, ki vsebujejo antioksidativne snovi in polifenolne komponente, 
ki bi se lahko uporabljale kot protimikrobna sredstva. V različnih raziskavah so dokazali 
protimikrobno delovanje čistih rastlinskih pripravkov, kakor tudi pripravkov iz odpadnih 
materialov rastlin (DuPont in sod., 2002; Peschel in sod., 2006; Žnidar, 2014).  
 
Eterična olja so hlapne snovi aromatičnih rastlin. Poimenovana so po rastlinah, iz katerih so 
pridobljena. Najpomembnejša metoda pridobivanja eteričnih olj je destilacija. Drugi procesi 
pridobivanja eteričnih olj so enfleraža (ekstrakcija z maščobo), maceracija, solventna 
ekstrakcija in mehansko stiskanje. Čim mlajše so rastline, več olja vsebujejo, starejše rastline 
so bogatejše z drugimi učinkovinami. Številne raziskave dokazujejo protimikrobno 
delovanje eteričnih olj na različne bakterije (Zuzarte in sod., 2013; Žnidar, 2014). 
2.2.2 Pripravki iz semen rastline Alpinia katsumadai 
Alpinia katsumadai spada v družino ingverjevk (Zingiberaceae). V magistrski nalogi smo 
uporabili pripravek iz semen rastline, ki dobro raste na območjih Azije, Avstralije in na 
pacifiških otokih v tropskem in subtropskem podnebju (Flora of China, 2015). V 
tradicionalni kitajski medicini uporabljajo semena kot zeliščno zdravilo, ki preprečuje 
bruhanje (antiemetik) in pripomore k povečanju apetita (Kwon in sod., 2010). V različnih 
raziskavah so ugotovili, da vsebuje diarilheptanoide, monoterpene, seskviterpene, 
flavonoide in halkonove spojine (Kuroyanagi in sod., 1983; Choi in sod., 2012). Posledično 
Grobin B. Vpliv izbranih rastlinskih učinkovin na rast in adhezivnost bakterij rodov Enterococcus in Lactobacillus. 
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
6 
ima pripravek rastline A. katsumadai reduktivni učinek na plazemski holesterol, trigliceride 
in na lipide nizke gostote (Choi in sod., 2012).  
 
Dodatek izvlečka živilu zmanjša mikrobiološko tveganje z zaviranjem rasti prisotnih 
mikroorganizmov (Klančnik in sod., 2014). Dosedanje raziskave so pokazale, da izvleček 
zavira rast proti vankomicinu odpornih enterokokov, S. aureus, E. coli ter različnih vrst 
rodov Shigella in Salmonella. Pripravek zavira delovanje efluksne črpalke (Hsu in sod., 
2010; Lee in Rhee, 2011; Kovač in sod., 2014). 
2.2.3 Pripravki iz cvetov jesenske vrese (Calluna vulgaris) 
Jesenska vresa spada v družino vresovk (Ericaceae). V magistrski nalogi smo uporabili 
pripravek iz cvetov rastline. Jesenska vresa ugodno raste na območjih Evrope, Azije in 
Amerike (Calluna vulgaris, 2015). Najdemo jo predvsem na odprtih gozdnatih jasah, barjih 
in močvirjih na zakisanih tleh. Rastlinski izvleček vsebuje visoke koncentracije ursolne in 
oleanolne kisline. V tradicionalni medicini uporabljajo različne dele rastline za protivnetno, 
protikancerogeno in protimikrobno zdravljenje (Orhan in sod., 2007; García-Risco in sod., 
2015). V literaturi je nejasno stališče učinka pripravka iz rastline C. vulgaris na zdravljenje 
okužb sečil s patogenimi bakterijami. Vodni pripravek rastline C. vulgaris zavira rast 
patogenih bakterij v koncentracijah med 2,5 – 20 mg / ml (Pavlović in sod., 2014; Vučić in 
sod., 2014).  
2.2.4 Pripravki iz listov ozkolistnega trpotca (Plantago lanceolata) 
Ozkolistni trpotec spada v družino trpotčevk (Plantaginaceae). V magistrski nalogi smo 
uporabili pripravek iz listov rastline. Trpotec ugodno raste na območju Evrazije (Plantago 
lanceolata, 2015). V tradicionalni medicini uporabljajo ozkolistni trpotec že zelo dolgo, 
pogosto in v različnih oblikah, npr. tinkturah ali čajih. Deli rastline ozkolistnega trpotca se 
lahko posušijo in dodajo v mešanico zeliščnega pripravka, npr. kot obkladek (Aşkin Çelik 
in Aslantürk, 2006). Pripravek ozkolistnega trpotca vsebuje kumarin, flavonoide in terpene, 
ki delujejo protimikrobno (Nostro in sod., 2000).  
2.2.5  Pripravki iz hmelja (Humulus lupulus) 
Hmelj sodi v družino konopljevk (Cannabaceae). V magistrski nalogi smo uporabili 
pripravek iz storžkov ženskih cvetov rastline. Hmelj ugodno raste na območju Evrazije in 
Severne Amerike (Humulus lupulus, 2015). Gojijo ga na različnih tleh in podnebnih 
območjih. Hmeljevi storžki vsebujejo čreslovine, smole, eterično olje s humulonom in 
lupulonom, mineralne snovi, flavonoide, maščobe in amino kisline. V industriji se hmelj 
najpogosteje uporablja pri proizvodnji piva. Komponente, ki dajejo pivu trpek okus, so alfa 
in beta smole. Alfa smola je sestavljena iz humulona, kohumolona in adhumulona, medtem 
ko beta smola vsebuje lupulone, kolupulone in adlupulone. Te smole zavarujejo pivo proti 
mikrobiološkemu kvaru. Po Gramu negativne bakterije so bolj odporne proti alfa in beta 
smolam iz hmelja kot po Gramu pozitive bakterije. Izjema so po Gramu pozitivni laktobacili, 
ki rastejo v pivu in povzročajo kvar (Almaguer in sod., 2014).  
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2.2.6 Pripravki iz plodov navadnega brina (Juniperus communis) 
Navadni brin sodi v družino cipresovk (Cupressaceae). V magistrski nalogi smo uporabili 
pripravek iz plodu rastline. Brin ugodno raste na kamnitih pobočjih (Juniperus communis, 
2015). V rastlinskem pripravku jagod brinja se nahajajo flavonoidi, proantocianidini, 
sabineni, α-pineni in limonen. Zaradi eteričnega olja brinja ga v industriji uporabljajo za 
izdelavo parfumov, alkoholnih in aromatiziranih pijač ter zdravil (Shahmir in sod., 2003). V 
tradicionalni medicini se olje jagod brinja uporablja kot diuretik, antiseptik, antirevmatik, 
preprečuje vnetje črevesja in je učinkovit pri cistitičnih, kolitičnih in želodčnih težavah. 
Nativno olje navadnega brinja ima šibko antimikrobno aktivnost, medtem ko frakcije olja 
vsebujejo visoko vsebnost α-pinena in sabinenskih komponent, ki imajo večjo antimikrobno 
aktivnost, zlasti proti glivam. V primerjavi s komercialnimi antibiotiki sta mešanici 
komponent α-pinena in sabinena pokazali širše spektre antimikrobnega delovanja, kot tudi 
večje inhibitorne cone (Glišić in sod., 2007). Komponenti α-pinen in sabinen enako dobro 
vplivata na rast po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij. Flavonoidi v frakciji 
olja boljše zavirajo rast po Gramu pozitivnih bakterij (Miceli in sod., 2009). 
2.2.7 Pripravki iz semen melaguetskega popra (Aframomum melegueta) 
Aframomum melegueta sodi v družino ingverjevk (Zingiberaceae). V magistrski nalogi smo 
uporabili pripravek iz semen rastline. Rastlino v slovenskem jeziku poznamo pod imenom 
melaguetski poper ali gvinejski poper. Melaguetski poper raste na otokih in obali zahodne 
Afrike in na Šrilanki. Črna in rdeče rjava semena uporabljajo kot začimbo za nadomestek 
popra (Novak in Lenarčič, 2009). V olju melaguetskega popra je 27 različnih aktivnih 
komponent. Med njimi je največ α-humulonov (60 %) (Ajaiyeoba in Ekundayo, 1999). V 
semenih rastline so aktivne komponente hidroksifenil alkaloidi, kot so paradol, zingeron in 
ingverjevo olje. Paradol je ena od glavnih aktivnih spojin v melaguetskem popru (Iwu in 
sod., 1999; Umukoro in Ashorobi, 2008). Metanolni in vodni pripravek iz semen 
melaguetskega popra kaže širok spekter inhibicije bakterij (Konning in sod., 2004) in gliv 
(Okigbo in Ogbonnaya, 2006). 
2.2.8 Ostali pripravki 
V poskusu smo uporabljali še industrijske pripravke z različnimi vsebnostmi 
arabinogalaktana (M1, M2 in M5), dihidrokvercetina (M3) in matičnega mlečka (M4). 
 
Arabinogalaktan je dolg, razvejan polisaharid z molekulsko maso od 10.000 do 120.000 Da. 
Mnoge rastline so bogat vir arabinogalaktana, vključno s korenjem, redkvijo, hruškami in 
porom. Arabinogalaktan je sestavljen iz galaktoznih in arabinonskih enot v razmerju 6:2 in 
v sledovih uronske kisline. V različnih raziskavah so dokazali pozitiven vpliv rastlinskega 
pripravka arabinogalaktana na črevesno mikrobioto ljudi in živali (Grieshop in sod., 2001; 
Terpend in sod., 2013).  
 
Dihidrokvercetin je flavonoid, ki ga najdemo v čebuli, mleku in kompleksnih farmacevtskih 
pripravkih. Uporablja se v terapevtske namene za zdravljenje različnih bolezenskih stanj kot 
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so rak, bolezni srca in ožilja ter bolezni jeter (Weidmann, 2012). Poskušali so ga že uporabiti 
tudi v živilih, npr. za stabilizacijo mesnin piščančjega izvora (Semenova in sod., 2008). 
 
Matični mleček je sestavljen iz vode, beljakovin, ogljikovih hidratov, različnih elementov v 
sledovih in vitaminov. Bogat je s pantotensko kislino, vitaminom B6 in piridoksalom, ki je 
pomemben pri presnovi aminokislin. V suhi snovi najdemo okoli 30 % ogljikovih hidratov. 
Glavni sladkorji v matičnem mlečku so monosaharidi, predvsem glukoza in fruktoza. 
Nekoliko manj je oligosaharidov, najpomembnejši predstavniki le-teh pa so maltoza, 
trehaloza, izomaltoza, gentiobioza in rafinoza. V prehrani se matični mleček priporoča kot 
učinkovito prehransko dopolnilo, ki dobro vpliva na telesno in umsko zmogljivost (Sabatini 
in sod., 2009). 
2.3 METODE UGOTAVLJANJA ZAVIRALNEGA ALI SPODBUJEVALNEGA 
UČINKA NA RAST BAKTERIJ 
Rezultati testiranja protimikrobnega učinka rastlinskega izvlečka so lahko odvisni od 
bioloških in metodoloških dejavnikov. Glavni dejavniki, ki lahko vplivajo, so naslednji: 
metoda ekstrakcije in s tem povezana kemijska sestava izvlečka, način priprave učinkovine, 
izbira metode testa, koncentracija učinkovine v testu in izbor tarčnih oz. testnih 
mikroorganizmov. Učinkovine rastlinskega izvlečka v testu na mikroorganizme lahko 
delujejo sinergistično, torej je učinek izvlečka večji kot seštevek učinka čistih komponent 
(Klančnik in sod., 2009).  
2.3.1 Metoda razredčevanja v tekočem gojišču (mikrodilucijska metoda) 
Za ugotavljanje protimikrobne učinkovitosti substanc poznamo več metod, kot so 
razredčevanje učinkovine v tekočem gojišču (ISO 20776-1, 2006), disk difuzijska metoda in 
bioavtografske metode (Lo-Ten-Foe in sod., 2007; Klančnik in sod., 2010). V 
eksperimentalnem delu smo uporabili metodo razredčevanja učinkovine v tekočem gojišču 
z dodatkom bakterij (ISO 20776-1, 2006). Metoda je primerna za testiranje aktivnih 
antimikrobnih učinkovin proti hitro rastočim bakterijam. Žnidarjeva (2014) je metodo v 
svojem delu uporabila za določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) v tekočem 
gojišču. V testu merimo optično gostoto celic ali barvo bakterij po dodatku barvnih 
indikatorjev (Burt, 2004). Med izbranimi barvili je najbolj primerno resazurinsko barvilo (7-
hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksid), ker je najbolj občutljivo pri zaznavi živosti 
bakterijskih celic (Žnidar, 2014). 
2.3.2 Ugotavljanje spodbujevalnega učinka na rast laktobacilov 
Izraz »prebiotik« se nanaša na ogljikove hidrate, ki so za človeka neprebavljive spojine, 
vendar vplivajo na črevesno mikrobioto. Prebiotiki ugodno vplivajo na rast črevesnih 
mikroorganizmov. V literaturi zasledimo, da so rast mlečnokislinskih bakterij opazovali z 
merjenjem optične gostote (OG) v različnih časovnih intervalih, z oligosaharidi kot virom 
energije. V gojišče so dodali od 0,5 do 5,0 % m/v testne učinkovine, za katero se domneva 
pozitiven vpliv na rast bakterij. Rezultate so primerjali s pozitivno kontrolo, ki je v glavnem 
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glukoza, dodana v gojišče (Su in sod., 2007; Adebola in sod., 2014). Bakterijam so med 
inkubacijo zagotovili ustrezno temperaturo in anaerobno atmosfero (Su in sod., 2007; 
Adebola in sod., 2014). Atmosfero so zagotovili z dodatkom imerzijskega olja in encimom 
oksidaza. Imerzijsko olje prepreči izmenjavo plinov med reakcijsko zmesjo in plinasto fazo 
v testu. V reakciji se kisikov atom veže z vodikovim atomom in pri tem nastane voda (H2O) 
ali vodikov peroksid (H2O2). Posledično se v testu spremeni sestava atmosfere (Gooch, 
2011).  
2.4 ADHEZIVNOST BAKTERIJ 
Mikroorganizmi so v naravi najpogosteje prisotni v obliki biofilma. V polimernem matriksu, 
ki ga sami proizvajajo, lahko kolonizirajo različne površine. Adhezivnost bakterij je ključna 
lastnost, ki jim omogoča pritrjevanje na abiotske in biotske površine. Sile, ki so pomembne 
za različne vrste povezovanja med površino in delcem, lahko razdelimo na mehanske, 
kemijske, elektrostatične in difuzijske (Maeda in sod., 2002). Izmed naštetih sil se bakterije 
na površino kemijsko pritrdijo, saj tvorijo specifične ekstracelularne polisaharide, ki jim 
omogoča ciljno pritrjevanje na površino.  
 
Pritrjevanje ali kopičenje celic na površino lahko opišemo v treh točkah procesa. V prvi fazi 
se organizem kopiči na ploskvi, sledi prilagajanje ali konsolidacija med organizmom in 
površino. Ta faza pogosto vključuje nastanek polimernih mostov med organizmom in 
površino. V zadnji fazi organizem raste na pritrjeni površini (Berkeley in sod., 1980).  
 
Tvorba biofilma in njegova predstopnja, t.j. pritrjevanje bakterij na površino, je velik 
problem tudi v medicini, zaradi povečanja odpornosti mikroorganizmov, ki so nosilci 
pomembnih virulentnih dejavnikov. Bakterije kot so Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, MRSA in virulentni sevi rodu Enterococcus predstavljajo veliko tveganje pri 
okužbah. V raziskavi van Merode in sod. (2006) so ugotovili, da dve tretjini sevov E. 
faecalis, izoliranih iz zamašenih žolčnih kanalov, raste v heterogenih oz. vrstno mešanih 
kulturah. Tudi tvorba biofilma je bila veliko izrazitejša pri teh kulturah. V raziskavi je bilo 
ugotovljeno, da heterogenost celic v biofilmu predstavlja prednost pred monovrstnimi 
biofilmi, ki kolonizirajo površino (van Merode in sod., 2006). 
 
V živilsko-predelovalni industriji so prisotne bakterije, ki povzročajo kvar hrane in tudi 
patogene bakterije, ki s svojimi virulentnimi dejavniki lahko povzročijo okužbe ljudi. Glede 
na to, da v živilski industriji velja najstrožji kriterij oz. ničelna stopnja tolerance za patogene 
bakterije, kot so salmonele in L. monocytogenes, ki so prav tako filmotvorne, je 
preprečevanje oz. obvladovanje pritrjevanja mikroorganizmov na hrano kot tudi na površine 
v agroživilski verigi pomemben korak pri zagotavljanju varnih in kakovostnih izdelkov za 
potrošnike (Marcia in Siddhartha, 2014). Da bi v živilski industriji zmanjšali oprijemanje 
oz. adhezivnost bakterijskih celic na površinah cevovodov, strojev, orodju in filtrih, se 
uporabljajo površinsko aktivna sredstva. Uporaba površinsko aktivnih sredstev, ki inhibira 
tvorbo biofilmov in zmanjšuje adhezijo, v kombinaciji z uporabo protimikrobnih oz. 
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protiadhezijskih snovi, lahko predstavlja uspešno antimikrobno strategijo. Številne raziskave 
so tudi pokazale, da je inhibicija adhezivnosti patogene bakterije dovolj učinkovit ukrep, da 
bakterija ni virulentna (Klemm in Schembri, 2000). V eksperimentalni del magistrske naloge 
smo vključili ugotavljanje vpliva rastlinskih izvlečkov na zaviranje adhezivnosti izbranih 
enterokov na površino polistirenske plošče. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA IZVEDBE PRAKTIČNEGA DELA NALOGE 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz poteka raziskovalnega dela  
3.2 REVITALIZACIJA BAKTERIJ IN PRIPRAVA INOKULUMA 
V magistrski nalogi smo uporabili dvajset sevov rodu Enterococcus in osem sevov rodu 
Lactobacillus (preglednica 1). Bakterije Enterococcus so pripadale vrstama E. faecalis (7 
sevov) in E. faecium (13 sevov). V zbirki Inštituta za živilstvo, v mikrobiološkem in 
higienskem laboratoriju univerze na Dunaju v Avstriji (BOKU) so bile kulture (enterokoki 
in laktobacili) zamrznjeni in shranjevani pri -80 °C. Pred vsako analizo smo kulture oživili. 
V laminariju smo iz krioepruvet, v katerih je bila posamezna kultura shranjena, s cepilno 
zanko kulturo prenesli na gojišče. Enterokoke smo nanesli na trdo gojišče MHA in jih 
inkubirali 24 ur pri 35 °C. Laktobacile smo nanesli na trdo gojišče MRS in jih inkubirali v 
kontrolirani atmosferi 48 ur pri 35 °C. 
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Preglednica 1: Delovni mikroorganizmi, uporabljeni v nalogi. 
Koda Rod Vrsta Sinonim Izvor 
En 1 Enterococcus faecalis DSM 20478, ATCC 19433 Urin 
En 12 Enterococcus faecalis DSM 2981, ATCC 14506 Neznano 
En 14 Enterococcus faecium ATCC 27270 Neznano 
En 15 Enterococcus faecalis ATCC 27274 Iztrebek 
En 16 Enterococcus faecium DSM 21496, ATCC 27270 Neznano 
En 17 Enterococcus faecium DSM 6177, ATCC 35667 Sir 
En 2 Enterococcus faecalis DSM 20478, ATCC 19433 Neznano 
En 34 Enterococcus faecium LMG 12292 Prebavni trakt goveda 
En 35 Enterococcus faecium LMG 14407 Konjski gnoj 
En 38 Enterococcus faecium LMG 15079 Muflon 
En 4 Enterococcus faecium DSM 20477, ATCC 19434 Neznano 
En 40 Enterococcus faecium LMG 17131 Prebavni trakt goveda 
En 42 Enterococcus faecium LMG 16164 Konjski gnoj 
En 47 Enterococcus faecium LMG 16196 Pujs 
En 49 Enterococcus faecium LMG 16268 Pujs 
En 52 Enterococcus faecium LMG 16478 Konjski prebavni sistem 
En 84 Enterococcus faecalis LMG 8222, ATCC 29212 Urin 
En 85 Enterococcus faecalis LMG 16216, ATCC 51299 Neznano 
En 87 Enterococcus faecalis LMG 19456 Neznano 
En 92 Enterococcus faecium DSM 25390 Klinični izolat 
Lb 167 Lactobacillus acidophilus Neznano 
Lb 25 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Neznano 
Lb 252 Lactobacillus johnsonii Neznano 
Lb 104 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Neznano 
Lb 308 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Neznano 
Lb 310 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Neznano 
Lb 327 Lactobacillus plantarum Neznano 
Lb 29 Lactobacillus rhamnosus Neznano 
Legenda: En enterokok, Lb laktobacil 
 
Po inkubaciji kulture smo iz biomase na trdem gojišču pripravili vcepek v epruveti. V 
epruveto smo dodali 5 ml tekočega gojišča MHB ali MRS. Suspenziji v epruveti smo 
spektrofotometrično določali motnost. Motnost smo uravnavali na izbrane mejne vrednosti 
standarda McFarland (preglednica 2) z dodajanjem gojišča ali bakterijske biomase (CLSI, 
2000). Za enterokoke smo izbrali McFarland (McF) standard 0,5 in za laktobacile McFarland 
standard 1. Ko je bila gostota celic v epruveti v mejni vrednosti, smo 60 µl suspenzije 
prenesli v drugo epruveto s 5,5 ml sterilnega tekočega gojišča. Pripravljen inokulum smo 
uporabili v 15 min. 
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Preglednica 2: Standard McFarland (Atlas in Snyder, 2015) 
McFarland standard Absorbanca Valovna dolžina (nm) Število bakterij v ml 
0,25 0,04 – 0,05 625 0,8 * 108 KE/ml 
0,5 0,08 – 0,1 625 1,5 * 108 KE/ml 
1 0,16 – 0,2 625 3 * 108 KE/ml 
2 0,32 – 0,4 625 6 * 108 KE/ml 
3 0,48 – 0,60 625 12*108 KE/ml 
3.3 PRIPRAVA GOJIŠČ IN RAZTOPIN 
Preglednica 3: Material za pripravo gojišč 
Medij Proizvajalec Serijska številka Lot 
Destilirana voda / / / 
KH2PO4 MERCK 1.04873.1 A850773-735 
MRS MERCK 1.10660.0500 VM528360-317 
NaOH MERCK 1.06498.1 B0313798-913 
MHA OXOID CM0337 1485367 
MHB OXOID CM0405 lot 1238500 
MRS OXOID CM0359 909559 
MRS w.o. Pronadisa 1288.00 203301 
3.3.1 Priprava trdih (MHA in MRS) in tekočih gojišč (MHB in MRS w/o) 
Trdi gojišči MHA in MRS ter tekoči gojišči MHB in MRS w.o. smo pripravili po navodilih, 
odtisnjenih na embalaži. V steklenico smo zatehtali gojišče in dodali destilirano vodo. 
Gojišče v steklenici smo mešali in avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo 
steklenice z gojišči ohladili. Gojišča, ki so vsebovala agar, smo prelili v petrijevke. Vsa 
sterilizirana gojišča smo shranili v hladilniku do uporabe.  
3.3.2 Priprava raztopine po Ringer-ju 
Izhodno raztopino raztopine smo pripravili tako, da smo v 100 ml čašo natehtali 3,4 g 
kalijevega dihidrogenfosfata (KH2PO4) in dodali 50 ml destilirane vode. Z natrijevim 
hidroksidom (3 mol/l NaOH) smo uravnali vrednost pH Ringerjeve raztopine na 7,2. 
Pripravljeno raztopino smo iz čase prelili v 100 ml bučko in do oznake dopolnili z destilirano 
vodo. Za avtoklaviranje smo raztopino prelili v primerno steklenico. Steklenico z gojiščem 
smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo steklenico z gojiščem ohladili 
in shranili v hladilniku do uporabe. 
 
Delovno raztopino smo pripravili tako, da smo v 1l destilirane vode pipetirali 1,25 ml 
pripravljene izhodne raztopine KH2PO4. Po dodatku KH2PO4 smo steklenico dobro 
premešali in avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo steklenico z raztopino 
ohladili in shranili v hladilniku do uporabe. 
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3.4 PRIPRAVA RASTLINSKIH UČINKOVIN 
3.4.1 Priprava izhodnih raztopin in redčitev rastlinskih pripravkov 
V raziskavi smo uporabljali različne rastlinske pripravke. Večina izvlečkov je bila 
pripravljena iz rastlinskega materiala pred ali po destilaciji eteričnega olja v laboratoriju za 
farmakognozijo sodelujoče raziskovalne skupine na Institutu za farmacevtske znanosti 
Medicinske fakultete v Grazu v Avstriji, nekaterimi med njimi pa so bili industrijski 
pripravki (M1-M5).  
 
Pripravili smo začetne koncentracije izvlečkov v topilu dimetil sulfoksid (DMSO) in nato v 
gojišču. Z enačbo 1 in 2 smo matematično izračunali volumen dodanega topila DMSO. Ko 
se je vzorec raztopil, smo dodali v razmerju 1:10 sterilno tekoče gojišče (MHB, MRS w.o.). 
 
𝐹 =
(𝑐 ∗ 𝑅 ∗ 1)
𝑉𝑐
 …(1) 
    - F = faktor potence 
    - c = začetna koncentracija pripravka (4 mg/ml) 
    - R = faktor razredčevanja (4x) 






∗ 𝑓 …(2) 
    - VDMSO = volumen topila 
    - m  = masa topljenca 
    - F  = faktor potence 
    - f  = faktor pretvorbe enot 
 
 
Preglednica 4: Priprava razredčitev rastlinskih pripravkov 






A. katsumadai etanolni izvleček seme 6a 4000-32,25 
A. katsumadai etanolni izvleček materiala po destilaciji seme 6b 4000-32,25 
A. melegueta etanolni pripravek seme 1a 4000-32,25 
A. melegueta etanolni pripravek po destilaciji seme 1b 4000-32,25 
C. vulgaris etanolni pripravek cvet 3a 4000-32,25 
H. lupulus etanolni pripravek cvet 5a 4000-32,25 
J. communis etanolni pripravek plod 2a 4000-32,25 
J. communis etanolni pripravek po destilaciji plod 2b 4000-32,25 
J. communis eterično olje plod 2c 4000-32,25 
P. lanceolata etanolni pripravek list 4a 4000-32,25 
Arabinogalaktan Komercialen proizvod / M1, M2 in M5 4000-32,25 
Dihidrokvercetin Komercialen proizvod / M3 4000-32,25 
Matični mleček Komercialen proizvod / M4 4000-32,25 
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3.4.2 Priprava učinkovin za ugotavljanje vpliva na rast laktobacilov 
Učinkovine smo pred izvedbo poskusa redčili na ustrezno začetno koncentracijo. Glukozo 
in inulin smo uporabili kot pozitivni kontroli (Su in sod., 2007; Adebola in sod., 2014), ter 
arabinogalaktan in matični mleček kot vzorca, ki bi naj spodbujal rast laktobacilov. Po 
enačbi (1), ki je opisana v točki 3.4.1. smo pripravili začetno koncentracijo učinkovin c = 2 
mg/ml. S tem se je spremenila zatehta učinkovine. 
 
Preglednica 5: Kontrolna vzorca 
Vzorec Proizvajalec Serijska številka Lot 
D(+) glukoza (C6H12O6 * H2O) Riedel-de Haen 16301 10230 
Inulin ((C6H10O5)x) MERCK 1.04733.0100 K22812233-714 
 
3.4.3 Priprava začetnih koncentracij pripravkov za testiranje vpliva na adhezivnost 
Za test adhezivnosti smo pripravili izhodno raztopino rastlinskega pripravka. Izhodno 
raztopino smo natehtali v mikrocentrifugirko in dodali topilo (DMSO) do koncentracije 40 
mg/ml. Ko se je vzorec raztopil, smo določen volumen pripravka pipetirali v novo 
mikrocentrifugirko in dodali 4 ml gojišča (MHA). Tako smo pripravili delovne raztopine 
ustreznih koncentracij (preglednica 6). V nadaljevanju dela smo delovno raztopino pipetirali 
v vdolbinico mikrotitrske plošče. 
 





Koncentracije pripravka v 
testu (µg/ml) 
Pripravek iz semena rastline 
A. melegueta 
40 DMSO 
1000; 150; 100; 50; 25; 12,5; 
6,25 
3.5 PRIPRAVA BARVIL 
3.5.1 Priprava resazurinskega barvila 
Živost bakterijskih celic smo ugotavljali z resazurinskim barvilom, ki smo ga dodali v vsako 
vdolbinico mikrotitrske plošče. Metabolno aktivne bakterije so resazurin spremenile v 
resorufin, katerega jakost flurescence smo optično odčitali s čitalcem mikrotitrskih plošč 
Perkin Elmer. Barvilo smo pripravili v dveh korakih. V prvem koraku smo pripravili dve 
raztopini v prvo 1,5 ml mikrocentrifugirko smo zatehtali 2,8 mg resazurinskega prahu in 
dodali 1 ml sterilne destilirane vode (UHQ) in v razmerju 1:10 redčili z gojiščem MHB. V 
drugo mikrocentrifugirko smo zatehtali 1,4 mg menadiona in dodali 1 ml topila (DMSO). V 
drugem koraku smo iz mikrocentrifugirk, kjer smo pripravili raztopini resazurin in menadion 
v razmerju devet enot resazurina z gojiščem in eno enoto menadiona s topilom pripravili v 
novi mikrocentrifugirki (Berger in sod., 2013; Žnidar, 2014). 
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3.5.2 Priprava kristal vijoličnega barvila  
Adhezivnost bakterij smo ugotavljali s kristal vijoličnim barvilom. V 200 ml steklenico smo 
zatehtali 1 g barvila in dodali 100 ml destilirane vode. Suspenzijo smo mešali do raztopitve 
prahu v vodi. Pripravljeno barvilo smo shranili na sobni temperaturi do uporabe. 
 
Preglednica 7: Uporabljeni barvili resazurin in kristal vijoličnega barvila 
Barvilo Proizvajalec Serijska številka Lot 
Resazurin (7-Hydroxy-3H-
phenoxazin-3-on-10-oxid) 
Sigma R-2127 70H3681 
Kristal vijolično (C25H38CIN3) MERCK 1.15940.0100 FN 1001840-629 
3.6 OPREMA 
Preglednica 8: Oprema, uporabljena pri delu 
Material Proizvajalec Tip 
Aerobni inkubator WTB Binder / 
Anaerobni inkubator s kontrolo 
atmosfere 
Scholzen Technik UN 1954 Plinska mešanica 366 
(10 vol % H2, 10 vol % CO2, 80 vol % N2) 
Avtoklav Certolave Steriliser 18 l in 12 l 
Bioscreen C Oy Growth Curves Ab 
Ltd 
 
Brizgalka HENKE SASS WOLF DIN/EN/ISO 7886-1 sterilna 
Cepilna zanka VWR Sterilna 
Čaše SCHOTT/SIMAX 10 in 250 ml 
Polavtomatska pipeta 
Dispensette® 
Hirschmann 5-30 ml 
Avtomatski nacepljevalnik plošč IUL,S.A. Spiralni nanos kolonij 
Filter / 200 µm 
Fotometer Spectronic Genesys 10 Bio 
Gorilnik USBECK Tip 1330, zemeljski plin 
Kivete SARSTEDT Polistiren 10 x 4 x 45 ml 
Laboratorijski zamrzovalnik  Eppendorf New Brunswick 
Laminarij Thermo Scientific Msc-Advantage 
Merilni valj ISO LAB 100, 250, 500 in 1 ml 
Mikrovalovna pečica Sharp / 
Petrijeve plošče SARSTED 92 x 16 mm (82.1473) 
pH elektroda / BlueLine 14 pHID 
pH meter SCHOTT LAB 870 
Pipete Eppendorf Research plus, 0,1-1 ml, 20-200 µl in 
multikanal 20 – 200 µl 
Serološke pipete SARSTEDT 1, 2, 5 in 10 ml 
Spektofotometer Perkin Elmer Waltham, ZDA 
Steklenice SCHOTT/SIMAX 100, 250, 500, 1 ml 
T.I.P.S. Eppendorf Standard Bulk 
Spiralec mikrotitrskih plošč  TECAN  
Tehtnica Sartorius GP 5202 
Vatirane palčke Lohmann & Rauscher Sterilne, Raucotupf 
Vodna kopel HAAKE DL 30 
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3.7 UGOTAVLJANJE GOSTOTE BAKTERIJSKIH CELIC V REAKCIJSKI ZMESI S 
FLUORESCENCO MERJENEGA SIGNALA 
V reakcijski zmesi smo opazovali fluorescenco signala v odvisnosti od gostote kulture, 
pripravljene po McF standardu. Vsako vdolbinico smo aseptično napolnili s 50 µl tekočega 
gojišča (MHB). Vključili smo negativni kontrolni vzorec (100 µl gojišča). V vsako 
vdolbinico smo pipetirali 50 µl pripravljene kulture (poglavje 3.1), z izjemo kontrolnih 
vzorcev. Mikrotitrske plošče smo na vrtinčniku pri 800 rpm mešali in inkubirali 24 ur, pri 
35 °C. Po inkubaciji smo pripravili resazurinsko barvilo skupaj z elektronskim mediatorjem 
(poglavje 3.4.1), ki smo ga po 10 µl pipetirali v vsako vdolbinico mikrotitrske plošče. Ploščo 
smo ponovno inkubirali 2 uri pri 35 °C. Po inkubaciji smo jakost fluorescence (resorufin) 
optično odčitali s čitalcem mikrotitrskih plošč Perkin Elmer. Nastavitve čitalca smo podali 
v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Nastavitev čitalca Perkin Elmer 
Ime programa Nastavitve za resazurin Nastavitve za kristal vijolično 
Ekscitacijska valovna dolžina 560 nm Ni določeno 
Emisijska valovna dolžna 590 nm Ni določeno 
Končna absorbanca Ni določeno 570 nm, 584 nm in 591 nm 
Višini merjenja 9,5 nm 7,5 nm 
Osvetljava 100 100 
Ponovitve 3 3 
3.8 DOLOČANJE MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE  
V reakcijski zmesi smo opazovali vpliv rastlinske učinkovine različnih koncentracij na rast 
bakterij. Vsako vdolbinico mikrotitrske plošče smo napolnili s 50 µl tekočega gojišča. V 
vdolbinico prve vrstice smo pipetirali 50 µl pripravljene učinkovine (poglavje 3.3.1). 
Reakcijsko zmes gojišča in učinkovine smo v vdolbinici premešali. Premešano zmes smo 
vertikalno redčili s prenašanjem po 50 µl zmesi v naslednjo vdolbinico. Sledilo je ponovno 
mešanje in redčenje. Mešanje in redčenje smo nadaljevali do zadnje vdolbinice. 
Koncentracija rastlinske učinkovine se je v vsaki naslednji reakcijski zmesi dvakratno 
zmanjšala. V vsak test smo vključili različne kontrolne vzorce: negativno kontrolo (100 µl 
gojišča), kontrolo rasti (50 µl kulture s 50 µl gojišča) in slepo kontrolo (50 µl gojišča z 
rastlinsko učinkovino in 50 µl gojišča). V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico, z izjemo 
kontrolnih vzorcev, pipetirali 50 µl pripravljene kulture (poglavje 3.1). Pripravljeno 
mikrotitrsko ploščo smo postavili na vrtinčnik in pri 800 rpm mešali zmes. Mikrotitrsko 
ploščo smo postavili v inkubator, kjer smo enterokoke inkubirali 24 ur pri 35 °C in 
laktobacile v kontrolirani atmosferi 48 ur, pri 35 °C. Po inkubaciji smo v vsako vdolbinico 
dodali 10 µl pripravljenega resazurinskega barvila (poglavje 3.4.1). Ploščo smo ponovno 
inkubirali 2 uri pri 35 °C. Jakost fluorescence reakcijske zmesi smo spektrofotometrično 
izmerili (Perkin Elmer). Za lažje razumevanje smo na sliki 2 v obliki sheme prikazali potek 
dela. 
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Slika 2: Shematski prikaz postopka za določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) rastlinskih 
pripravkov 
 
V literaturi so rezultati predstavljeni kot vpliv koncentracije učinkovine, ki inhibira rast 50 
% (MIK50) ali 90 % (MIK90) testnih mikroorganizmov. Pri manjših skupinah testnih 
mikroorganizmov (< 30) lahko posamezni rezultati vplivajo na MIK50 in MIK90 (Schwarz in 
sod., 2010). MIK50 pomeni, da učinkovina, dodana v test, zavira pri izmerjeni koncentraciji 
rast >50 % vseh mikroorganizmov in MIK90 pomeni, da testna učinkovina, dodana v zmes, 
zavira pri izmerjeni koncentraciji rast >90 % vseh mikroorganizmov. 
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3.9 DOLOČANJE RASTI LAKTOBACILOV 
V reakcijski zmesi smo opazovali vpliv izbranih rastlinskih učinkovin na rast bakterij. Vsako 
vdolbinico plošče smo napolnili s 50 µl tekočega gojišča (MRS w.o.). V vdolbinice prve in 
tretje vrstice smo pipetirali 50 µl kontrolnega vzorca glukoze in inulina (poglavje 3.3.2). 
Reakcijsko zmes gojišča in kontrolnega vzorca smo v vdolbinici premešali. Premešano zmes 
smo vertikalno redčili s prenašanjem po 50 µl zmesi v naslednjo vdolbinico. Pripravili smo 
štiri vrstice s kontrolnim vzorcem glukoze in inulina, vsako v dveh koncentracijah (2 % v/v 
in 1 % v/v). Poleg kontrole rasti smo vključili slepi kontrolni vzorec (50 µl gojišča s različno 
koncentriranim vzorcem). V vdolbinice pete in osme vrstice smo pipetirali 50 µl vzorca M1 
in M4 (poglavje 3.3). Premešano zmes smo vertikalno redčili s prenašanjem po 50 µl zmesi 
v naslednjo vdolbinico. Pripravili smo šest vrstic z vzorcema M1 in M4, vsako v treh 
koncentracijah. V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico, z izjemo negativnih kontrolnih 
vzorcev, pipetirali 50 µl pripravljene kulture (poglavje 3.1). V vdolbinicah smo vzpostavili 
anaerobne pogoje s dodatkom encima oksoraza (2 µl) in kapljico imerzijskega olja. Pokrov 
smo z lepilom (brez topila) zalepili na spodnji del »honeycumb« plošče. Ploščo smo vstavili 
v aparat »bioscreen C«, ki vsebuje vrtinčnik, svetlobni senzor za merjenje gostote celic in 
grelec. Nastavitve čitalca smo podali v preglednici 10. Za lažje razumevanje smo na sliki 3 
v obliki sheme prikazali potek dela. Pridobljene podatke bomo grafično prikazali in v prilogi 
dodali izračun specifične hitrosti rasti in generacijskega časa bakterij. 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz postopka določanja rastnih krivulj bakterij  
 
V magistrskem delu smo uporabili aparaturo »Bioscreen C« za ugotavljanje domnevno 
pozitivnega učinka rastlinske učinkovine na rast laktobacilov. Aparatura omogoča 
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avtomatsko merjenje OG zmesi v različnih časovnih intervalih pri različnih valovnih 
dolžinah. Celotna aparatura je termostatirana, kar omogoča bakterijam primerno 
temperaturo za rast. V aparaturo vstavimo posebno obliko plošč (imenovane "Honeycomb"), 
ki so primerne za zelo natančen nadzor temperature (Bioscreen C, Oy Growth Curves Ab 
Ltd). Po pripravi reakcijske mešanice v vdolbinicah smo v vsako izmed njih dodali encim 
oksoraza in imerzijsko olje. 
 
Preglednica 10: Nastavitev čitalca Bioscreen C  
Ime programa Nastavitve 
Temperatura inkubacije 36 °C, s 15 min predgretjem 
Čas inkubacije 48 h 
Frekvenca merjenja 15 min 
Valovna dolžina 600 nm 
Mešanje 20 s, pred vzorčenjem 
Intenziteta mešanja Srednja (medium) 
3.9.1 Specifična hitrost rasti 
Specifična hitrost rasti je merilo priraščanja mikrobnih celic in smo jo izračunali po naslednji 








µ = specifična hitrost rasti 
lg = desetiški logaritem 
OD = optična gostota  
t = čas odvisen od OD 
 
3.9.2 Generacijski čas 
Generacijski čas izračunamo med eksponentno fazo rasti. Čas predstavlja hitrost podvojitve 







µ = specifična hitrost rasti 
In = naravni logaritem 
td = generacijski čas 
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3.10 TEST ADHEZIVNOSTI 
 
Slika 4: Shematski prikaz postopka za določanje adhezivnosti bakterij 
3.10.1 Določanje pritrjenih bakterijskih celic s kristal vijoličnim barvilom 
Za test adhezivnosti smo celice na steni vdolbinic polistirenske mikrotitrske plošče barvali s 
kristal vijoličnim barvilom. Vsako vdolbinico smo napolnili s 100 µl tekočega gojišča 
(MHB). V prvem in zadnjem stolpiču smo pripravili negativni kontrolni vzorec tako, da smo 
v vsako vdolbinico pripravili 100 µl tekočega gojišča (MHB). Od drugega do enajstega 
stolpiča smo vertikalno v vsako vdolbino pipetirali 100 µl pripravljene bakterijske 
suspenzije. Ploščo smo na vrtinčniku pri 800 rpm mešali. Sledila je 24 urna inkubacija pri 
35 °C. Po inkubaciji smo vdolbinice mikrotitrske plošče spirali s pripravljeno Ringerjevo 
raztopino. Pritrjene celice na steni mikrotitrske plošče smo fiksirali z 10 min sušenjem s 
toplim zrakom iz sušilnika za lase. V vsako vdolbinico smo pipetirali 200 µl pripravljenega 
kristal vijoličnega (poglavje 3.4.2) in barvilo pustili 10 min v vdolbinicah. Po 10 min smo 
odvečno kristal vijoličnega barvila pod tekočo vodo iz vdolbinic izpirali. Sledila je ponovna 
fiksacija barvila z 10 min sušenjem mikrotitrskih ploščic. Do analize smo plošče shranili pri 
sobni temperaturi. Pred kvantitativnim vrednotenjem smo v vsako vdolbinico mikrotitrske 
plošče pipetirali 200 µl 96 vol % etanola in s čitalcem mikrotitrskih plošč Perkin Elmer 
odčitali rezultate. Nastavitve čitalca smo podali v preglednici 11. 
  
Grobin B. Vpliv izbranih rastlinskih učinkovin na rast in adhezivnost bakterij rodov Enterococcus in Lactobacillus. 
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
22 
Preglednica 11: Nastavitev čitalca mikrotitrskih plošč 
Ime programa Nastavitve 
Tip plošče 12 x 8 vdolbinic 
Hitrost točenja in izsesavanja 1 
Ponovitev točenja in izsesavanja 3 
Volumen tekočine točenja 200 µl 
Končen volumen 0 µl 
3.10.2 Merjenje vpliva učinkovine na adhezivnost bakterij s kristal vijoličnim 
barvilom 
Opazovali smo vpliv subinhibitorne koncentracije rastlinskega pripravka na adhezivnost 
bakterij. V vsako vdolbinico smo pipetirali 50 µl tekočega gojišča. V določene vdolbinice 
smo pipetirali 50 µl različno koncentriranega rastlinskega pripravka (poglavje 3.3.3) in 100 
µl bakterijske kulture z McF standardom 0,5. Izjema so bile vdolbinice z negativnim (100 
µl tekočega gojišča) in slepim kontrolnim vzorcem (50 µl gojišča z rastlinsko učinkovino in 
50 µl gojišča). Ploščo smo na vrtinčniku pri 800 rpm mešali in jo inkubirali za 24 ur pri 35 
°C. Po inkubaciji smo reakcijsko zmes spirali v mikrotitrski ploščici. Metodi spiranja in 
ovrednotenja smo podrobno opisali v poglavju 3.9.1.  
3.10.3 Določitev števila bakterij z gojitveno metodo 
Postopek priprave reakcijskih zmesi v vdolbinicah mikrotitrske ploščice je opisan v točki 
3.9.1. Razlikuje se v izpiranju vdolbinic z aparaturo za spiranje vdolbinic (TECAN). Po 
izpiranju smo vsako vdolbinico mikrotitrske plošče napolnili s 150 µl raztopine Ringer. 
Vdolbinice smo s petrifilmom vodotesno zaprli in celotno ploščo postavili, za 5-10 min, v 
ultrazvočno kopel. V ultrazvočni kopeli so se kolonije s stene mikrotitrske plošče odlepile 
in prešle v suspenzijo. Sledil je prenos reakcijske zmesi v 1,5 ml mikrocentrifugirko. Z 
raztopino Ringer smo pripravili razredčitveno vrsto, kjer smo bakterije razredčevali. Po 
končanem razredčevanju smo reakcijsko zmes v mikrocentrifugirkah z razredčitvenim 
faktorjem 10-1 in 10-4 uporabili za spiralni nanos na MHA plošče. Spiralni nanos vzorca na 
plošče smo izvedli z napravo »Eddy Jet 2«. Po končanem spiralnem nanosu vzorcev smo 
ploščo postavili za 24 h na 35 °C v inkubator. Kolonije, ki so zrastle na gojišču, smo po 
navodilu proizvajalca prešteli. 
 
Rezultate merjenj vpliva rastlinskega pripravka na adhezivnost s kristal vijoličnim barvilom 
in gojitveno metodo smo pridobili v dveh med seboj neodvisnih poskusih, iz njih izračunali 
povprečje in standardni odklon ter na eni sliki predstavili podatke obeh meritev – 
adheriranega bakterijskega matriksa in kultivabilnih bakterijskih celic enterokokov. 
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3.11 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Rezultate različnih analiz smo zbrali in jih uredili s programom Microsoft Office EXCEL 
2013 in s statističnim programom STATGRAPHICS. Podatke smo ovrednotili z naslednjimi 
statističnimi parametri: 
 aritmetična sredina – povprečje, 
 standardni odklon od vzorca in populacije, 
 koeficient variance, 
 multivariantna analiza po Fisherju LSD. 
 
Aritmetična sredina ali povprečje je kvocient med vsoto vseh vrednosti spremenljivk in 
skupnim številom enot. Izračunamo jo za številske spremenljivke, ki so približno normalno 





x ̅ = aritmetična sredina 
N = število vseh enot xi 
∑xi = vsota vseh števil 
 
Razpršenost vrednosti v populaciji nam pove standardni odklon. Izračunamo ga iz 
kvadratnega korena variance. Poznamo dva standardna odklona, σ (sigma) odklon celotne 
populacije ali njene naključne spremenljivke in s (odklon od vzorca) odklon posameznega 
vzorca statistične populacije (Adamič, 1995). V nalogi smo uporabili odklon od vzorca. 





s = odklon od vzorca 
N = število vseh enot xi 
xi = i-ta enota od populacije 
x ̅ = aritmetična sredine populacije 
 
Koeficient variacije se nanaša na razmerje med standardnim odklonom in aritmetično 






KV = koeficient variacije 
SD = standardni odklon, varianca 
x ̅ = aritmetična sredina 
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4 REZULTATI 
V magistrskem delu smo proučevali vpliv rastlinskih pripravkov na rast in adhezivnost 
bakterij rodov Enterococcus in Lactobacillus. Osnovni namen raziskave je bil ugotoviti 
vpliv posameznega rastlinskega pripravka ali učinkovine na zaviranje rasti ali možni 
spodbujevalni učinek na rast laktobacilov in vpliv na adhezivnost enterokokov.  
4.1 DOLOČANJE VPLIVA UČINKOVIN NA RAST ENTEROKOKOV IN 
LAKTOBACILOV 
4.1.1 Optimizacija priprave bakterijske suspenzije 
Zaradi boljšega razumevanja vpliva koncentracije bakterijskih celic na resazurinsko barvilo 
in merjenje relativne fluorescence le-tega smo dodatno opravili predposkus, katerega 
rezultati so zbrani na sliki 5. 
 
 
Slika 5: Vpliv gostote bakterijske suspenzije enterokokov, določene po standardu McFarland, na relativno 
fluorescenco v MHB gojišču. 
 
Na sliki 5 so prikazane vrednosti relativne fluorescence (RFU) v odvisnosti od gostote celic 
(McF) v reakcijski zmesi. Z višanjem gostote celic v reakcijski zmesi se poviša koeficient 
variacije med posameznimi meritvami. Najnižji koeficient variacije meritev smo določili v 
reakcijskih zmeseh z nižjo gostoto celic. V nadaljevanju dela smo suspenzijo enterokokov 
pripravili z vrednostjo McF 0,5 in suspenzijo laktobacilov z vrednostjo McF 1. 
4.1.2 Merjenje  
Reakcijskim zmesem v vdolbinicah mikrotitrske plošče (slika 6) smo spektrofotometrično 
določili kvantitativne vrednosti. Iz podatkov smo pripravili grafični prikaz (slika 7) in iz 
slike odčitali najnižjo koncentracijo rastlinskega pripravka, ki je v testu zavirala rast bakterij. 
 
Grobin B. Vpliv izbranih rastlinskih učinkovin na rast in adhezivnost bakterij rodov Enterococcus in Lactobacillus. 
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
25 
 
Slika 6: Prikaz metabolno aktivnih enterokokov po dodatku barvila resazurinskega z menadionom.  
 
 
Slika 7: Vpliv koncentracije učinkovine A. melegueta na zaviranje rasti enterokokov  
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4.1.3 Rezultati MIK za testirane seve enterokokov 
Na podlagi opravljenih meritev smo v preglednici 12 in 13 prikazujeta vse rezultate MIK za 
enterokoke in laktobacile, ki smo jih na slikah 8 in 9 predstavili kot MIK50 in MIK90 v 
pajkovem diagramu. 
 
Preglednica 12: MIK rastlinskih pripravkov na sevih E. faecalis in E. faecium 
Sev Koda 
MIK (mg/ml) pripravkov 








En 1 2 4 1 >4 >4 2 >4 0,25 2 >4 >4 N 2 >4 N 
En 12 2 4 2 >4 >4 4 >4 0,5 2 4 >4 >4 1 >4 >4 
En 15 4 4 2 >4 >4 1 >4 0,5 2 4 >4 N 1 >4 N 
En 2 2 4 1 4 >4 1 >4 0,5 1 2 >4 >4 2 >4 >4 
En 84 2 2 1 >4 >4 4 >4 0,25 2 4 >4 N 2 >4 N 
En 85 2 2 1 >4 >4 4 >4 0,25 2 4 >4 N 1 >4 N 








En 14 1 2 2 4 >4 2 >4 1 4 4 >4 >4 1 >4 >4 
En 16 1 2 2 4 >4 4 >4 1 4 4 >4 >4 1 >4 >4 
En 17 2 4 2 >4 >4 2 >4 1 >4 >4 >4 >4 1 >4 >4 
En 34 1 2 1 2 >4 0,5 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 35 2 4 2 4 >4 1 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 38 2 2 2 4 >4 2 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 4 2 2 1 4 >4 2 >4 1 2 >4 >4 N 0,5 >4 N 
En 40 1 2 2 4 >4 1 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 42 2 2 >4 >4 >4 2 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 47 2 2 4 >4 >4 2 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 49 1 1 2 2 >4 2 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 52 2 4 2 >4 >4 0,5 >4 1 4 >4 >4 N 1 >4 N 
En 92 1 2 1 2 >4 0,5 >4 1 2 4 >4 N 1 >4 N 
(a = etanolni pripravek; b = etanolni pripravek po destilaciji; c = eterično olje; 1 = A. melegueta; 2 = J. 
communis; 3 = C. vulgaris; 4 = P. lanceolata; 5 = H. lupulus; 6 = A. katsumadai; M1, M2 in M5 = 
arabinogalaktan; M3 = dihidrokvercetin in M4 = matični mleček) 
 
V preglednici 12 vidimo, da se seva E. faecium in E. faecalis razlikujeta po odpornosti proti 
izbranim rastlinskim pripravkom. Sevi E. faecalis so manj odporni proti večini testiranih 
rastlinskih pripravkov kot sevi E. faecium. Med izbranimi pripravki rastlin je pokazal 
najboljše protimikrobno delovanje na enterokoke pripravek iz hmelja (5a), ki zavira rast 
sevov E. faecalis že pri koncentraciji 0,25 mg/ml ali 0,5 mg/ml. Isti pripravek hmelja zavira 
rast sevov E. faecium pri koncentraciji 1 mg/ml. Proti nekaterim sevom teh bakterij je bil še 
bolj učinkovit etanolni izvleček jesenske vrese (3a), kar je še posebej zanimivo, saj noben 
drug pripravek ni pokazal takšne aktivnosti proti tem, relativno zelo odpornim bakterijam. 
 
Sevi enterokokov so pokazali največjo odpornost proti eteričnemu olju navadnega brina (2c), 
etanolnemu pripravku trpotca (4a) in alpinije (6c) ter proti arabinogalaktanu (M1) in 
matičnemu mlečku (M4), saj pri koncentraciji 4 mg/ml niso zavirali rasti nobenega izmed 
testiranih sevov enterokokov. 
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Slika 8: Povzetek izmerjenih vrednosti MIK (mg/ml) vseh testiranih rastlinskih pripravkov na 20 sevih rodu 
Enterococcus, prikazano kot MIK50 in MIK90 
(a = etanolni pripravek; b = etanolni pripravek po destilaciji; c = eterično olje; 1 = A. melegueta; 2 = J. 
communis; 3 = C. vulgaris; 4 = P. lanceolata; 5 = H. lupulus; 6 = A. katsumadai; M1, M2 in M5 = 
arabinogalaktan; M3 = dihidrokvercetin in M4 = matični mleček) 
 
Pripravek hmelja (5a) in učinkovina dihidrokvercetin (M3) najbolje inhibirata rast 90 % 
(MIK90) enterokokov pri koncentraciji 1 mg/ml v testu. Rast 90 % (MIK90) enterokokov 
najmanj zavirajo učinkovine pripravljene iz semen, cvetov, listov in plodov rastlin J. 
communis (2c), P. lancelota (4a), A. katsumadai (6b) in učinkovine M1, M2, M4 ter M5. V 
reakcijski zmesi s koncentracijo 2 mg/ml pripravka iz rastlin C. vulgaris (3a), J. communis 
(2a) in A. melegueta (1a) inhibira rast 90 % (MIK90) enterokokov. Izjema je pripravek, 
pridobljen po destilaciji semen rastline A. melegueta (1b), saj pri koncentraciji učinkovine 2 
mg/ml v reakcijski zmesi inhibira rast 50 % (MIK50) enterokokov in pri koncentraciji 4 
mg/ml inhibira rast 90 % (MIK90) enterokokov. Pripravek iz semen rastline A. katsumadai 
(6a) s koncentracijo 4 mg/ml v testu inhibira rast 90 % (MIK90) sevov. Pripravek iz plodov 
rastline J. communis (2a) pri koncentraciji 4 mg/ml v reakcijski zmesi inhibira rast 50 % 
(MIK50) enterokokov. 
4.1.4 Rezultati MIK za testirane seve laktobacilov 
V preglednici 13 vidimo, da se različni sevi laktobacilov razlikujejo po odpornosti proti 
izbranim rastlinskim pripravkom. Za rastlinske pripravke je najbolj odporen sev L. rhamnosus 
(Lb 29) in najmanj odporen sev L. paracasei (Lb 308). Sevi L. acidophilus, L. delbrueckii in 
L. johnsonii ne rastejo v testnem gojišču. Med izbranimi rastlinskimi učinkovinami najbolj 
vpliva na rast C. vulgaris (3a), ki že pri koncentraciji 0,125 mg/ml inhibira rast laktobacilov. 
Sevi laktobacilov so najbolj odporni proti pripravkom arabinogalaktana (M1) in matičnega 






















n = 20 
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Preglednica 13: MIK rastlinskih pripravkov za testirane seve laktobacilov 
Sev Koda 
MIK (mg/ml) pripravkov 




L. acidophilus Lb 167 N N N N N N N R N N N N N N 
L. delbrueckii Lb 25 N N N N N N N R N N N N N N 
L. johnsonii Lb 252 N N N N N N N R N N N N N N 
L. paracasei 
Lb 104 0,25 0,25 0,125 0,25 2 0,125 0,25 0,5 0,25 0,5 >4 N 1 >4 
Lb 308 0,125 0,125 0,125 0,25 2 0,125 0,25 0,25 0,5 1 >4 N 0,5 >4 
Lb 310 0,5 0,5 0,25 0,5 4 0,125 0,25 0,5 0,5 1 >4 N 0,5 >4 
L. plantarum Lb 327 0,5 0,5 0,5 2 2 0,25 8 1 4 4 >4 N 2 >4 
L. rhamnosus Lb 29 0,5 0,5 0,25 0,5 4 0,125 0,25 1 0,5 2 >4 N 1 >4 
(N = ni bilo testirano; R = ni bilo rasti; 1 = A. melegueta; 2 = J. communis; 3 = C. vulgaris; 4 = P. lanceolata; 
5 = H. lupulus; 6 = A. katsumadai; M1, M2 in M5 = arabinogalaktan; M3 = dihidrokvercetin in M4 = matični 
mleček; a = etanolni pripravek; b = etanolni pripravek po destilaciji; c = eterično olje) 
 
 
Slika 9: Povzetek izmerjenih vrednosti MIK (mg/ml) vseh testiranih rastlinskih pripravkov na 6 sevih rodu 
Lactobacillus, prikazano kot MIK50 in MIK90 
(a = etanolni pripravek; b = etanolni pripravek po destilaciji; c = eterično olje; 1 = A. melegueta; 2 = J. 
communis; 3 = C. vulgaris; 4 = P. lanceolata; 5 = H. lupulus; 6 = A. katsumadai; M1, M2 in M5 = 
arabinogalaktan; M3 = dihidrokvercetin in M4 = matični mleček)  
 
Rastlinski pripravek iz cvetov rastline C. vulgaris (3a) s koncentracijo 0,125 mg/ml najbolje 
inhibira rast 50 % (MIK50) laktobacilov in pri koncentraciji 0,25 mg/ml inhibira rast 90 % 
(MIK90) laktobacilov. Pri enaki koncentraciji (0,25 mg/ml) v testu inhibirata rast 90 % 
(MIK90) laktobacilov pripravek iz listov rastline P. lancelota (4a). Pripravek iz semen 
rastline A. melegueta (1a in 1b) s koncentracijo 0,5 mg/ml v testu inhibira rast 90 % (MIK90) 
laktobacilov. Različne koncentracije učinkovin v testu, pripravljene iz različnih delov rastlin 
(2b, 2c, 5a, 6a, 6b in M3), inhibirajo rast 90 (MIK90) in 50 % (MIK50) laktobacilov. Najvišji 
razpon med koncentracijami, ki inhibirajo rast 50 % (MIK50) (0,5 mg/ml) in 90 % (MIK90) 






















n = 5 
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materiala po destilaciji eteričnega olja rastline A. katsumadai (6b). Rastlinske učinkovine 
M1, M2, M4 in M5 pri koncentraciji učinkovine 4 mg/ml v reakcijski zmesi ne inhibirajo 
rasti 90 % (MIK90) sevov. 
 
Preglednica 14: Ocena koncentracije rastlinskih pripravkov, ki inhibirajo 50 % (MIK50) in 90 % (MIK90) 
izbranih sevov rodu Enterococcus in Lactobacillus v gojišču MHB  
Sev Enterococus (n=20) Lactobacillus (n=5) 
gojišče MHB MHB 
mg/ml MIK50 MIK90 Razpon MIK50 MIK90 Razpon 
1a 2 2 1 - 2 0,5 0,5 0,125 - 0,5 
1b 2 4 1 - 4 0,5 0,5 0,125 - 0,5 
2a 2 2 1 - 2 0,25 0,5 0,125 - 0,5 
2b 4 >4 2 - >4 0,5 2 0,25 - 2 
2c >4 >4 >4 2 4 2 - 4 
3a 2 4 0,5 - 4 0,125 250 0,625 - 0,25 
4a >4 >4 >4 0,25 >4 0,25 - >4 
5a 1 1 0,25 - 1 0,5 1 0,25 - 1 
6a 4 4 1 - 4 0,5 4 0,25 - 4 
6b >4 >4 2 - >4 1 4 0,5 - 4 
M1 >4 >4 >4 >4 >4 >4 
M2 >4 >4 >4 >4 >4 >4 
M3 1 2 0,5 - 2 1 2 0,5 - 2 
M4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 
M5 >4 >4  >4 >4 >4 >4 
(a = etanolni pripravek; b = etanolni pripravek po destilaciji; c = eterično olje; 1 = A. melegueta; 2 = J. 
communis; 3 = C. vulgaris; 4 = P. lanceolata; 5 = H. lupulus; 6 = A. katsumadai; M1, M2 in M5 = 
arabinogalaktan; M3 = dihidrokvercetin in M4 = matični mleček)  
 
4.2 DOLOČANJE VPLIVA UČINKOVIN M1 IN M4 NA RAST LAKTOBACILOV 
Na slikah 10 do 19 je grafično prikazana rast laktobacilov kot odvisnost optične gostote celic 
od časa inkubacije v 1 in 2 % (m/v) kontrolnega vzorca glukoze in inulina ter testnega vzorca 
arabinogalaktana (M1) in matičnega mlečka (M4). Z vsake slike lahko odčitamo posamezne 
karakteristike rastne krivulje kot so faza prilagajanja, specifična hitrost rasti v eksponentni 
fazi in maksimalna optična gostota celic v stacionarni fazi rasti. 
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Slika 10: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. plantarum (Lb327) v suspenziji, 
pripravljeni z 1 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
 
 
Slika 11: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. plantarum (Lb327) v suspenziji, 
pripravljeni z 2 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
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Slika 12: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. paracasei (Lb310) v suspenziji, 
pripravljeni z 1 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
 
 
Slika 13: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. paracasei (Lb310) v suspenziji, 
pripravljeni z 2 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
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Slika 14: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. paracasei (Lb308) v suspenziji, 
pripravljeni z 1 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
 
 
Slika 15: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. paracasei (Lb308) v suspenziji, 
pripravljeni z 2 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
Grobin B. Vpliv izbranih rastlinskih učinkovin na rast in adhezivnost bakterij rodov Enterococcus in Lactobacillus. 
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
33 
 
Slika 16: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. paracasei (Lb104) v suspenziji, 
pripravljeni z 1 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
 
 
Slika 17: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. paracasei (Lb104) v suspenziji, 
pripravljeni z 2 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
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Slika 18: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. rhamnosus (Lb104) v suspenziji, 
pripravljeni z 1 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
 
 
Slika 19: Optična gostota celic v odvisnosti od časa inkubacije seva L. rhamnosus (Lb104) v suspenziji, 
pripravljeni z 2 % m/v glukoze, inulina, arabinogalaktana (M1) ali matičnega mlečka (M4) 
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Preglednica 15: Povzetek parametrov rastnih krivulj z 1 % m/v dodanega vzorca (glukoze, inulina, matičnega 
mlečka (M4)  ali arabinogalaktana (M1)) 
1 % m/v koncentracija vzorcev v substratu 
Sev Koda Glukoza Inulin M1 M4 Glukoza Inulin M1 M4 
Specifična hitrost rasti μ (h-1) Maksimalna optična gostota celic, 
dosežena v stacionarni fazi rasti med OG 0,15-0,30 
L. plantarum Lb 327 0,23 / 0,13 0,29 1,01 / 0,23 0,35 
L. paracasei Lb 310 0,44 0,15 0,15 0,45 1,05 0,24 0,44 0,33 
Lb 308 0,37 / 0,12 / 0,98 0,14 0,50 0,12 
Lb 104 0,36 / / / 0,66 0,15 0,23 0,20 
L. rhamnosus Lb 29 0,71 / / 0,39 0,79 / 0,11 0,36 
L. delbrueckii Lb 25 / / / / / / / / 
L. johnsonii Lb 252 / / / / / / 0,21 / 
L. acidophilus Lb 167 / / / / / / / / 
 
Od osem testiranih bakterij najbolje rastejo sevi L. plantarum (Lb 327), L. paracasei (Lb 
310, Lb 308 in Lb 104) in L. rhamnosus (Lb 29), medtem ko sevi L. delbrueckii (Lb 25), L. 
johnsonii (Lb 252) in L. acidophilus (Lb 167) zelo slabo oz. ne rastejo v testiranih vzorcih. 
Bakterije v substratu, kjer smo dodali inulin kot kontrolni vzorec, ne rastejo oz. slabo rastejo 
v primerjavi s substrati, kjer smo dodali kot kontrolni vzorec glukozo. Maksimalna 
specifična hitrost rasti, dosežena v eksponentni fazi in maksimalna dosežena optična gostota 
celic v stacionarni fazi rasti se med sevi razlikujejo. Seva L. plantarum (Lb 327) (0,29 h-1 in 
0,34) in L. rhamnosus (Lb 29) (0,39 h-1 in 0,36) boljše rasteta v substratu z dodanim vzorcem 
M4, medtem ko sev L. paracasei (Lb 310) ima nižjo specifično hitrost rasti v vzorcu M1 
(0,15 h-1) kot v vzorcu M4 (0,45 h-1) in v vzorcu M1 (0,44) doseže večjo gostoto celic kot v 
vzorcu M4 (0,33). Sevu L. paracasei (Lb 308) boljše ustreza M1 kot vir energije, saj ima 
višjo specifično hitrost rasti (0,12 h-1) in za 76 % (0,50) večjo gostoto celic v stacionarni fazi 
kot v vzorcu M4 (0,12). 
 
S primerjavo dodanih koncentracij v substrat ugotovimo, da so rezultati optične gostote v 
stacionarni fazi in specifične hitrosti rasti nižji pri višji koncentraciji dodanega vzorca v 
poskus. Pri koncentraciji 2 % (m/v) dodane glukoze v substrat raste sev L. delbrueckii (Lb 
25), ki ni rasel pri nižji koncentraciji dodane glukoze v substrat.  
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Preglednica 16: Povzetek parametrov rastnih krivulj z 2 % m/v dodanega vzorca (glukoze, inulina, matičnega 
mlečka (M4) ali arabinogalaktana (M1)) 
1 % m/v koncentracija vzorcev v substratu 
Sev Koda 
Glukoza Inulin M1 M4 Glukoza Inulin M1 M4 
Specifična hitrost rasti μ (h-1) Maksimalna optična gostota celic,  
dosežena v stacionarni fazi rasti med OG 0,15-0,30 
L. plantarum Lb 327 0,12 / / / 0,89 / 0,24 0,30 
L. paracasei 
Lb 310 0,40 / 0,11 0,07 0,78 / 0,35 0,19 
Lb 308 0,25 / 0,08 / 0,74 0,15 0,43 0,16 
Lb 104 0,26 0,05 / / 0,70 0,28 0,09 0,14 
L. rhamnosus Lb 29 0,63 / / 0,31 0,90 0,27 0,12 0,44 
L. delbrueckii Lb 25 0,09 / / / 0,20 / / / 
L. johnsonii Lb 252 / / / 0,14 / / / 0,09 
L. acidophilus Lb 167 / / / / / / / / 
4.3 VPLIV RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA BAKTERIJSKO ADHEZIVNOST  
4.3.1 Optimizacija časa in valovne dolžine svetlobe pri merjenju absorbance kristal 
vijoličnega barvila 
Za predposkus optimizacije meritev adhezivnosti smo uporabili seve E. faecalis (EN 1 in 
EN 84) in E. faecium (EN 35). Mikrotitrske plošče smo spektofotometrično merili po 7, 24, 
48 in 72 urni inkubaciji bakterij, pri treh različnih valovnih dolžinah. Pri vrednotenju smo 
merili absorbanco barvila kristal vijoličnega, katerega jakost je odvisna od količine celotne 
bakterijske biomase na steno mikrotitrske plošče. 
 
 
Slika 20: Vpliv časa in valovne dolžine svetlobe pri merjenju absorbance kristal vijoličnega barvila 
 
Na sliki 20 so predstavljeni rezultati merjenja absorbance barvila kristal vijoličnega v 
odvisnosti od časa inkubacije testnih bakterij. Najnižji koeficient variacije smo določili po 7 
urni inkubaciji (4,17 %) sledijo rezultati 24 urne inkubacije (8,17 %). Najvišji koeficient 
variacije smo določili pri 72 urni inkubaciji (27,2 %). Rezultati znotraj 24 urne inkubacije, 
pridobljeni z uporabo svetlobe različnih valovnih dolžin, kažejo, da imajo najnižji koeficient 
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variacije rezultati, izmerjeni pri valovni dolžini λ570 (6,14 %), sledi λ591 (8,6 %) in z najvišjim 
odstopanjem pri valovni dolžini λ584 (8,92 %). V nadaljevanju smo se odločili, da vse 
mikrotitrske plošče inkubirano 24 ur in absorbanco kristal violeta, izmerjeno pri valovni 
dolžini 584 nm. 
4.3.2 Adhezivnost testiranih sevov in njihov izbor za nadaljnje meritve adhezivnosti 
enterokokov 
V preglednici 17 so prikazani rezultati povprečnih vrednosti absorbance kristal vijoličnega 
pritrjene bakterijske biomase na stene vdolbinic mikrotitrske plošče v odvisnosti od 
posameznega seva. Zaradi različnih uporabljenih sevov in njihovih sposobnosti tvorjenja 
eksopolisaharidov in pritrjevanja na površino vdolbinic mikrotitrske plošče se povprečne 
vrednosti absorbance kristal vijoličnega barvila med seboj razlikujejo. Rezultate smo 
predstavili kot povprečne vrednosti osmih absorbanc kristal violeta posameznega seva in jih 
po metodi najmanjše značilne razlike po Fisherju (LSD) med seboj primerjali. V preglednici 
17 smo v stolpcih predstavili z oznako "X" skupine. V primeru, da je oznaka "X" v istem 
vertikalnem stolpcu pomeni, da so rezultati povprečnih vrednosti absorbanc kristal violeta 
po Fisherjevi metodi med seboj homogeni, rezultati v istem vertikalnem stolpcu se med seboj 
statistično značilno ne razlikujejo. Na levi strani preglednice 17 je 5 homogenih vertikalnih 
skupin in na desni strani preglednice so 4 homogene vertikalne skupine glede na povprečne 
vrednosti absorbance kristal violeta. V levem delu preglednice se najbolj statistično značilno 
med seboj razlikujejo rezultati absorbanc enterokokov En 1 (E. faecalis) (0,108), En 35 (E. 
faecium) (0,103) in En 84 (E. faecalis) (0,102) od absorbance slepega vzorca 1 (0,072). V 
desnem delu preglednice se od absorbance slepega vzorca 2 (0,078) najbolj statistično 
značilno razlikuje rezultat absorbance seva z oznako En 12 (E. faecalis) (0,112). V 
nadaljevanju smo zgoraj omenjene enterokoke uporabili za test adhezivnosti. Adhezivnost 
posameznega seva smo na slikah 21 do 24 predstavili z razliko med kontrolnim vzorcem in 
pridobljenim rezultatom posameznega seva. 
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Preglednica 17: Povprečne vrednosti absorbance kristal vijoličnega barvila za posamezne seve enterokokov, 
prikazano kot najmanjše značilne razlike po Fisherju. 











En 34 0,070 X En 38 0,075 X X 
En 14 0,071 X En 42 0,075 X X 
Slep vzorec 1 0,072 X Slep vzorec 2 0,078 X 
En 4 0,073 X En 92 0,076 X X X 
En 15 0,076 X En 52 0,077 X X X 
En 2 0,084    X En 40 0,078 X X X 
En 87 0,089    X X En 17 0,078 X X X 
En 85 0,095        X X En 47 0,083     X X 
En 84 0,102                X En 16 0,085         X 
En 35 0,103                X En 49 0,085         X 
En 1 0,108                X En 12 0,112             X 
4.3.3 Vpliv izbrane učinkovine na adhezivnost enterokokov 
Ugotavljali smo, da pripravek iz semen rastline A. melegueta (1a) pri sevih E. faecalis (En 
1, En 12 in En 84) in E. faecium (En 35) vpliva na povišanje adhezivnosti v koncentracijskem 
območju med polovičnim MIK posameznega seva in 6,25 μg/ml. Adhezivnost smo 
ugotavljali z merjenjem absorbance barvila kristal violeta in s štetjem kolonij na ploščah za 
določitev kultivabilnih adheriranih celic. 
 
 
Slika 21: Vpliv učinkovine iz semen meleguetskega popra na adhezivnost seva E. faecium (En 35)  
 
Kultivabilne bakterije v biofilmu so bile najbolj občutljive za učinkovino pri koncentraciji 
100 µg/ml v testu. Pri tej koncentraciji učinkovine (100 µg/ml) se zmanjša število 
kultivabilnih bakterij v biofilmu v primerjavi s pozitivno kontrolo za eno logaritemsko 
stopnjo (8,20*106). Z nadaljnjim nižanjem koncentracije učinkovine v testu se količina 

































c (μg/ml) pripravka iz semena rastline A. melegueta
E. faecium (En 35)
Kristal violet CFU/ml
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kontrolo (9,55*107) so rezultati kultivabilnih bakterijskih celic nižji. Najvišja koncentracija 
učinkovine (1000 µg/ml), ki smo jo dodali v test, je glede na izmerjeni rezultat povečala 
adhezivnost bakterij (0,15±0,015), vendar je možno, da gre za napako zaradi interakcije med 
učinkovino in kristal vijoličnega barvila. Subinhibitorne koncentracije učinkovine (1a) (150, 
100, 50, 25, 12,5 in 6,25 µg/ml) so večinoma nekoliko znižale adhezivnost testiranega seva 
na površino mikrotitrske plošče.  
 
V primerjavi z ostalimi sevi kaže sev E. faecium (En 35) v enakih pogojih testiranja bistveno 
drugačne značilnosti kot rezultati s sevi E. faecalis En 1, En 12 in En 84 (slike 22, 23 in 24).  
 
 
Slika 22: Vpliv učinkovine iz semen melaguetskega popra na adhezivnost seva E. faecalis (En 1)  
 
Sev E. faecalis (En 1) je bil pri koncentraciji učinkovine (1a) 1000 µg/ml najmanj 
kultivabilni (6,03*106). Z nadaljnjim nižanjem koncentracije učinkovine v testu se je število 
kultivabilnih bakterij v biofilmu nekoliko povečala (3,60*108 - 9,65*108), tudi glede na 
pozitivno kontrolo (1,05*108). Pri najvišji koncentraciji učinkovine (1000 µg/ml), dodane v 
test, se je glede na izmerjeni rezultat s kristal vijoličnega barvila adhezivnost bakterijskih 
celic najbolj povečala (0,25±0,012), vendar je možno, da gre za napako zaradi interakcije 
med učinkovino in kristal vijoličnega barvila (enako kot na sliki 21). Na splošno lahko na 
osnovi dobljenih rezultatov zaključimo, da rastlinski pripravek ne vpliva na zmanjšanje 
adhezivnosti seva E. faecalis (En 1). 
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Slika 23: Vpliv učinkovine iz semen melaguetskega popra na adhezivnost seva E. faecalis (En 12)  
 
Tudi v primeru testiranja tega seva smo dobili podobne rezultate in lahko zaključimo, da 
rastlinski pripravek v uporabljenem koncentracijskem območju ne vpliva na zmanjšanje 
adhezivnosti E. faecalis (En 12). 
 
 
Slika 24: Vpliv učinkovine iz semen melaguetskega popra na adhezivnost seva E. faecalis (En 84)  
 
Tudi v primeru testiranja seva E. faecalis (En 84) smo dobili podobne rezultate kot z ostalima 
dvema sevoma vrste E. faecalis in zaključujemo, da testirani rastlinski pripravek v 
uporabljenem koncentracijskem območju ne vpliva na zmanjšanje adhezivnosti celic 
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5 RAZPRAVA 
5.1 MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE 
Iz pajkovega diagrama na slikah 8 in 9 je razvidno, da so enterokoki v primerjavi z 
laktobacili bolj odporni proti testiranim rastlinskim pripravkom. Predvidevamo, da so 
mehanizmi, ki so pomembni pri odpornosti enterokokov proti antibiotikom, vpleteni tudi pri 
odpornosti proti rastlinskim izvlečkom (Al-Ahmad in sod., 2014). Rastlinski pripravek iz 
storžkov hmelja (5a) ima dobro protimikrobno aktivnost pri večini enterokokov in slabšo 
protimikrobno učinkovitost pri laktobacilih. Predvidevamo, da do razlik prihaja zaradi višje 
odpornosti laktobacilov (Arsene in sod., 2015). V preteklosti so opazili, da laktobacili 
povzročajo kvar piva (Geissler in sod., 2016), kar je tudi po vsej verjetnosti tesno povezano 
z večjo odpornostjo laktobacilov proti učinkovinam cvetnega prahu hmelja (5a). Pripravek 
iz hmelja (5a) inhibira rast laktobacilov pri dvakrat višji koncentraciji (MIK 90, 0,5 mg/ml) 
v primerjavi z ostalimi učinkovinami. 
 
Dihidrokvercetin (M3) v enakem koncentracijskem območju (1 mg/ml) inhibira rast 
enterokokov kot pripravek iz hmelja (5a). To so že dokazali predhodniki (Martini in sod., 
2004). Iz rezultatov testa MIK razberemo, da učinkovina M3 slabo inhibira rast laktobacilov. 
V literaturi zasledimo, da se sev L. plantarum uporablja pri fermentaciji listov z visoko 
vsebnostjo kvercetina (Lee in sod., 2015). Predvidevamo, da so laktobacili tolerantni za 
kvercetin. 
 
Na zaviranje rasti bakterij vpliva priprava učinkovine. Etanolni izvleček iz semena rastline 
A. melegueta (1a), ki je bil dodan v test, je bolje zaviral rast enterokokov kot učinkovina 
(2a), ki je bila pridobljena iz odpadnega materiala po destilaciji eteričnega olja. Pri zaviranju 
rasti laktobacilov te razlike nismo opazili. Pri koncentraciji 0,5 mg/ml sta obe učinkovini (1a 
in 1b) v testu inhibirali rast 90 % laktobacilov.  
 
Učinkovine 2a, 2b in 2c, ki so bile pripravljene iz plodov rastline J. communis, smo testirali 
na zaviranje rasti enterokokov in laktobacilov. Ugotovili smo, da je etanolni izvleček, ki je 
bil pripravljen iz jagod, inhibiral rast 90 % enterokokov pri koncentraciji 2 mg/ml v testu, 
sledil je pripravek iz odpadnega materiala po destilaciji eteričnega olja. Eterično olje ni 
inhibiralo rasti enterokokov. Pridobljeni rezultati se skladajo z literaturo (Nelson, 1997). Kot 
smo že ugotovili, so laktobacili v MHB gojišču bolj dovzetni v primerjavi z enterokoki. 
Učinkovina brina (J. communis, 2a), katero smo dodali v test, je inhibirala rast 50 % 
laktobacilov pri koncentraciji 0,25 mg/ml, kar se ne sklada z vrednostjo (> 0,1 mg/ml) iz 
literature. Do razlik prihaja zaradi različnih metod opazovanja MIK in različnih uporabljenih 
bakterijskih sevov (L. casei) (Ferrazzano in sod., 2013). Pripravek iz rastlinskega materiala 
po destilaciji olja navadnega brina (2b) je imel od dva do štirikrat manjši vpliv na zaviranje 
laktobacilov kot učinkovina (2a). Rast laktobacilov je spet najmanj inhibiralo eterično olje 
brina (učinkovina 2c). 
 
Grobin B. Vpliv izbranih rastlinskih učinkovin na rast in adhezivnost bakterij rodov Enterococcus in Lactobacillus. 
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
42 
Etanolni izvleček, ki je bil pripravljen iz semena rastline A. katsumadai (6a), je inhibiral rast 
enterokokov in laktobacilov pri koncentraciji 4 mg/ml v testu. Etanolni izvleček, ki je bil 
pripravljen iz odpadnega materiala po destilaciji (6b) ni inhibiral rasti enterokokov pri 
koncentraciji 4 mg/ml, je pa pri tej koncentraciji inhibiral laktobacile. 
 
Pripravek iz cvetov jesenske vrese (3a) je pri koncentraciji 0,25 mg/ml, dodani v test, 
inhibiral rast 50 % laktobacilov. Za inhibicijo 90 % enterokokov je bila potrebna 16-krat 
večja koncentracija učinkovine (2 mg/ml). Podobno inhibitorno učinkovitost za laktobacile 
je imel rastlinski pripravek iz listov rastline P. lanceolata (4a). V literaturi zasledimo, da 
učinkovina, pripravljena iz listov, cvetov in korenin rastline P. lanceolata inhibira rast 90 % 
laktobacilov pri koncentraciji 0,75 mg/ml v testu (Ferrazzano in sod., 2015), kar je višja 
koncentracija od naših rezultatov (0,25 mg/ml). Do razlik lahko prihaja zaradi ekstrakcije 
različnih delov rastline. V našem poskusu določevanja MIK smo v test dodajali rastlinski 
izvleček, pripravljen iz listov rastline P. lanceolata.  
 
Pripravki M1, M2, M4 in M5 ne inhibirajo rasti enterokokov in laktobacilov pri koncentraciji 
>4 mg/ml v testu. Domnevamo, da pripravek arabinogalaktan (M1) in matični mleček (M4) 
pozitivno vplivata na rast laktobacilov (Nabas in sod., 2014). V literaturi zasledimo, da ima 
arabinogalaktan pomemben vpliv na povečanje biomase koristnih bakterij v črevesju 
človeka, še posebej pri povečanju anaerobnih bakterij, kot so bifidobakterije in laktobacili 
(Kelly, 1999). 
 
Če povzamemo vpliv testiranih učinkovin na inhibicijo enterokokov, ugotovimo, da 
rastlinski učinkovini 5a in M3 najbolje inhibirata rast enterokokov v tekočem gojišču. 
Učinkovini inhibirata rast 90 % enterokokov pri koncentraciji 1 mg/ml v testu. Naslednje 
učinkovine so 1a, 2a in 3a, ki inhibirajo rast enterokokov pri koncentraciji 2 mg/ml v testu. 
Sledita učinkovini 1b in 6a, ki pri koncentraciji 4 mg/ml v testu inhibirata rast 90 % 
enterokokov. Ostale učinkovine, kot so 2b, 2c, 4, 6a, M1, M2, M4 in M5 ne inhibirajo rasti 
enterokokov v koncentracijskem območju testiranja (>4 mg/ml). 
 
Laktobacili so manj odporni od enterokokov v MHB mediju, posledično rastlinske 
učinkovine pri nižjih koncentracijah inhibirajo rast laktobacilov. Laktobacili so najbolj 
občutljivi za učinkovini 3a in 4a, ki njihovo rast inhibirajo pri koncentraciji 0,25 mg/ml v 
testu. Sledijo učinkovine 1a, 1b in 2a, ki v tekočem gojišču pri koncentraciji 0,5 mg/ml v 
testu inhibirajo rast 90 % laktobacilov. Učinkovina iz storžkov hmelja (5a) inhibira rast 90 
% laktobacilov pri koncentraciji 1 mg/ml, učinkovini 2a in M3 pa inhibirata rast pri 
koncentraciji 2 mg/ml v tekočem gojišču. Olje rastline J. communis (2c) inhibira rast 90 % 
laktobacilov pri koncentraciji 4 mg/ml v tekočem gojišču. Ostale učinkovine, kot so M1, 
M2, M4 in M5 ne inhibirajo rasti laktobacilov v koncentracijskem območju testiranja (>4 
mg/ml). 
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5.2 RAST LAKTOBACILOV 
Na slikah od 10 do 19 smo prikazali rastne krivulje različnih sevov, ki so bili gojeni v testih 
pri višji (2 % v/v) in nižji (1 % v/v) koncentraciji učinkovin arabinogalaktana (M1) in 
matičnega mlečka (M4) ali kontrolnega vzorca (glukoza in inulin). Visoke vrednosti 
specifične hitrosti rasti smo opazili med OG 0,05-0,10, kar lahko pripišemo nihanju izhodnih 
rezultatov. 
 
Med seboj smo primerjali krivulje in izračunali specifično hitrost rasti med OG 0,15 in 0,30 
in višino OG v stacionarni fazi rasti pri različnih koncentracijah substrata. Ugotovili smo, da 
so kulture izkazovale najboljšo rast v kontrolnem vzorcu glukoze. Prav tako je rast 
posameznega seva odvisna od koncentracije dodanega vzorca v test. Sevi v testu rastejo 
hitreje pri nižji koncentraciji kontrolnega vzorca in dosegajo višje maksimalne vrednosti OG 
v stacionarni fazi (λ600 = 0,90). Podobne ugotovitve so že podali drugi avtorji (Adebola in 
sod., 2014). Laktobacili, ki smo jih dodali v test s kontrolnim vzorcem inulina, so bistveno 
slabše rasli kot v testu z glukozo. Podobno so že ugotovili (Adebola in sod., 2014), da v 
nekaterih pogojih laktobacili dobro rastejo, vendar slabše proizvajajo bakteriocine (Sabo in 
sod., 2015). Tretji so v bioreaktorju opazovali vpliv prehranske vlaknine, inulina, na humano 
mikrobioto. Ugotovili so, da inulin v danih pogojih pozitivno vpliva na rast bifidobakterij in 
laktobacilov (Jung in sod., 2015).  
 
Laktobacili, dodani v test z arabinogalaktanom (M1), rastejo bolje kot v testu s kontrolnim 
vzorcem inulina, vendar slabše kot v testu s kontrolnim vzorcem glukoze. Zanimivo je, da 
sev Lb 29 zelo slabo raste v testu z dodano učinkovino M1, medtem ko v testu z dodanim 
kontrolnim vzorcem glukoze raste med vsemi sevi najbolje. Predvidevamo, da je sev Lb 29 
občutljiva in zato slabše raste v testu z M1 vzorcem. Nenavadno je, da sev Lb 252 v testu z 
vzorcem raste, medtem ko v testu s dodano pozitivno kontrolo ne raste.  
 
Rast sevov v testih pri nižji in višji koncentraciji učinkovine, dodane v test, se razlikuje. V 
večini primerov sevi pri nižji koncentraciji učinkovine bolje rastejo. V literaturi zasledimo 
podobne rezultate, kot smo jih dobili sami (Haddadin in sod., 2012; Adebola in sod., 2014). 
Laktobacili, ki rastejo v substratu z arabinoglalaktanom, ne dosegajo specifične hitrosti rasti 
in višine OG v stacionarni fazi kot enake bakterije, ki rastejo v kontrolnem vzorcu (glukoza) 
(van den Broek in sod., 2008). Iz tega sledi, da so laktobacili sposobni fermentirati 
arabinogalaktan, vendar je njihova sposobnost rasti v primerjavi z rastjo v testu z glukozo 
nižja. Za nadaljevanje poskusa si predstavljam selekcijo bakterij, ki imajo encim 
arabinogalaktan endo-1,4-beta-galaktozidazo, kar bakterijam omogoča boljše izkoriščanje 
tega vira energije. Primerjava specifične hitrosti rasti sevov med kontrolnim vzorcem 
glukoze in učinkovino M1 pokaže, da je specifična hitrost rasti (OG 0,05-0,20) nižja za 55-
72 % (0,16-0,25 h-1) glede na glukozo. Prav tako sevi dosegajo za 70 % nižjo OG (0,24-
0,29) v stacionarni fazi. 
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Laktobacili, dodani v test z matičnim mlečkom (M4), bolje rastejo kot v testu s kontrolnim 
vzorcem inulina, vendar slabše kot v kontrolnem vzorcu z glukozo. Nenavadno je, da kulturi 
Lb 167 in Lb 252 pri višji koncentraciji učinkovine minimalno rasteta in v kontrolnem 
vzorcu (glukoza) ne rasteta. Sevi bolje rastejo v testu z nižjo koncentracijo učinkovine kot v 
testu z višjo koncentracijo, kar se sklada z rezultati v literaturi (Haddadin in sod., 2012). 
Primerjava specifične hitrosti rasti sevov med kontrolnim vzorcem glukoze in učinkovino 
M4 pokaže, da je specifična hitrost rasti (OG 0,05-0,20) nižja za 32-73 % (0,15-0,38 h-1) 
glede na kontrolni vzorec. Prav tako sevi dosegajo za 73 % nižjo maksimalno optično gostoto 
(0,23-0,30) v stacionarni fazi. 
 
Primerjava različnih vzorcev (glukoza, inulin, M1 in M4) med seboj je pokazala, da sevi v 
testih s kontrolnim vzorcem glukoze najbolje rastejo. Sevi v testih, ki vsebuje učinkovini M1 
in M4, slabše rastejo kot v testih z glukozo. Najslabša rast laktobacilov je bila v testih z 
dodanim inulinom. Na rezultate specifične hitrosti rasti in maksimalno optično gostoto v 
stacionarni fazi najbolj vpliva izbran sev, sledi vpliv dodanega vzorca in koncentracija 
dodane učinkovine. Ugotovili, smo, da višja koncentracija učinkovine, ki je bila dodana v 
test, ne pomeni boljše rasti sevov. Za vsak sev posebej je potrebno ugotoviti vpliv učinkovine 
na rast. Primerjava med učinkovinama M1 in M4 je pokazala, da obe učinkovini pozitivno 
vplivata na rast različnih sevov. Učinkovina M1 ugodno vpliva na rast seva vrste L. 
paracasei, medtem ko učinkovina M4 ugodno vpliva na rast sevov iz vrst L. rhamnosus in 
L. plantarum.  
 
5.3 ADHEZIVNOST ENTEROKOKOV NA MIKROTITRSKO PLOŠČO 
Enterokoki so sposobni pritrjevanja na površino mikrotitrske plošče iz različnih materialov 
(polistiren, polivinil klorid in polipropilen) (Tendolkar in sod., 2004; van Merode in sod., 
2006). Ugotovili smo, da so optimalni pogoji testiranja obeh sevov E. faecalis in E. faecium 
podobni. Najbolj primeren čas inkubacije za določanje adhezivnosti seva je 24 ur. V 
postopku določanja količine celic s kristal vijoličnim, ki smo ga dodali v vdolbinice 
polistirenske mikrotitrske plošče, valovna dolžina ni bistveno vplivala na rezultat. Odločili 
smo se, da kristal vijoličnega barvila merimo pri valovni dolžini 584 nm.  
 
V prvem delu poskusa smo ugotavljali tvorbo adhezivnosti vseh dvajsetih enterokokov. Sevi 
obeh vrst, E. faecium in E. faecium, so sposobni ireverzibilne pritrditve na površino 
polistirenske plošče z EPS (Mohamed in Huang, 2007) in posledično tvorijo biofilm. 
Rezultati v preglednici 17 prikazujejo, da so bakterije vrste E. faecalis bolj primerne za 
testiranje adhezivnosti kot E. faecium. Podobno ugotavljata Mohamed in Hung (2007), ob 
tem dodajata, da sev E. faecium tvori več biofilma. Avtorja predvidevata, da do razlik med 
bakterijami v adhezivnosti prihaja zaradi genetskih in okoljskih faktorjev (Mohamed in 
Huang, 2007). Bakterijska vrsta E. faecalis ima proteine in gene, kot so GelE, BopD in ESp, 
ki so vpleteni v proces adhezivnosti (Di Rosa in sod., 2006). V nadaljevanju smo ugotavljali 
vpliv subinhibitorne koncentracije (150-6,25 µg/ml) rastlinskega pripravka, pripravljenega 
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iz semen rastline A. melegueta (1a) na adhezivnost sevov. Kot smo že omenili, je za 
inhibicijo rasti 90 % enterokokov potrebna koncentracija učinkovine (1a) 2 mg/ml v testu. 
Iz slik 21 do 24 je razvidno, da subinhibitorne koncentracije rastlinskega pripravka (1a), 
dodanega v test, ne učinkujejo na kultivabilnost bakterije E. faecalis v biofilmu. Pri sevu En 
35 (E. faecium) subinhibitorna koncentracija rastlinske učinkovine (1a) minimalno vpliva na 
število kultivabilnosti sevov. Predvidevamo, da se je med postopkom spiranja iz vdolbinic 
mikrotitrske plošče odstranil del biomase, kar je vplivalo na rezultat meritve. Prav tako 
zadnji korak v procesu odlepljanja bakterij s sten mikrotitrske plošče v ultrazvočni kopeli 
lahko vpliva na nižje rezultate (Ryser in Buchanan 2013). Rastlinski pripravek (1a) vpliva 
na bakterijsko adhezivnost. Pri vseh testih smo opazili, da je bila adhezivnost sevov ocenjena 
kot najmočnejša pri koncentraciji 1 mg/ml, če smo test opravili z barvanjem s kristal 
vijoličnega barvila. Število kultivabilnih celic pa je bilo v teh primerih najnižje, saj smo 
dosegli inhibitorno koncentracijo pripravka. V splošnem pa lahko zaključimo, da so bile 
razlike med testnimi in kontrolnimi vzorci premajhne, da bi lahko potrdili antiadhezijski 
učinek testiranega pripravka na sevih enterokokov. 
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Na podlagi našega eksperimentalnega dela lahko sklepamo naslednje: 
 
 Učinkovitost protimikrobnega delovanja rastlinskih pripravkov je odvisna od 
rastlinskega materiala – vrste rastline in postopka priprave ter vrste in rodu testnih 
bakterij. 
 
 Najboljši protimikrobni učinek proti enterokokom je dosegel pripravek iz hmelja 
(MIK90 = 1 mg/ml), po učinkovitosti mu sledijo dihidrokvercetin (MIK50 = 2 mg/ml) ter 
rastlinska pripravka melaguetskega popra in jesenske vrese (pripravek iz materiala pred 
destilacijo je dosegel MIK90 = 2 mg/ml, pripravek iz materiala po destilaciji pa MIK90 
= 4 mg/ml), J. communis (pripravek iz materiala pred in po destilaciji MIK90 = 2 mg/ml 
ter eterično olje MIK>4 mg/ml), ostali pripravki so imeli slabše delovanje. Matični 
mleček ter arabinogalaktan ne inhibirata rasti enterokokov (MIK >4 mg/ml). 
 
 Najboljši protimikrobni učinek proti laktobacilom je dosegel pripravek iz cvetov 
jesenske vrese (MIK90 = 0,25 mg/ml), sledijo mu pripravki melaguetskega popra (pred 
in po destilaciji MIK90 = 0,5 mg/ml), in navadnega brina (pred destilacijo MIK90 = 0,5 
mg/ml, po destilaciji MIK90 = 2 mg/ml in eterično olje MIK90 = 4 mg/ml), ter hmelja 
MIK90 = 1 mg/ml), ostali pripravki so imeli slabše delovanje. 
 
 Matični mleček in arabinogalaktan pozitivno vplivata na rast laktobacilov.  
 
 Različne vrste enterokokov so različno adhezivne. Za opazovanje adhezivnosti so bolj 
primerne bakterije vrste E. faecalis, saj so bolj adhezivne od bakterijske vrste E. 
faecium. Subinhibitorne koncentracije (100, 50, 25, 12,5 in 6,25 µg/ml) etanolnega 
izvlečka iz semena A. melegueta niso zmanjšale adhezivnosti enterokokov na površino 
mikrotitrske plošče.  
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Osnovni namen magistrskega dela je bil ugotoviti minimalne inhibitorne koncentracije 
(MIK) izbranih rastlinskih učinkovin na različne seve enterokokov in laktobacilov. Za 
določitev MIK smo uporabili metodo razredčevanja v tekočem gojišču. Rezultat metode je 
odvisen od vrste testnega mikroorganizma, rastlinske učinkovine, metode priprave 
učinkovine in metode določanja MIK (Klančnik in sod., 2009). Iz rezultatov, ki smo jih 
dobili iz testov, smo sklepali na učinkovitost inhibicije bakterij. Rastlinske pripravke, ki niso 
pokazali negativnega vpliva na rast laktobacilov, smo v nadaljevanju uporabili za 
ugotavljanje spodbujevalnega učinka na njihovo rast. Vpliv rastlinskih učinkovin na rast 
laktobacilov smo ugotavljali z aparaturo Bioscreen C (Biosceen C, Oy Growth Curves Ab 
Ltd). Izbrani rastlinski pripravek, ki je inhibiral rast enterokokov, smo uporabili tudi za 
ugotavljanje zaviranja pritrjevanja bakterij na polistirensko mikrotitrsko ploščo. 
 
Za namen medsebojne primerjave učinkovin smo rezultate inhibicije bakterij izrazili kot 
MIK90 in MIK50. Ugotovili smo, da etanolni izvleček cvetov hmelja (5a) in dihidrokvercitin 
(M3) pri koncentraciji 1 mg/ml v testu inhibirata rast 90 % enterokokov. Etanolni izvleček 
cvetov jesenske vrese (3a) je v koncentraciji 0,125 mg/ml inhibiral rast 50 % laktobacilov. 
 
Potrdili smo tudi spodbujevalni učinek nekaterih pripravkov na rast laktobacilov. 
Spodbujevalni učinki so bili najbolj izraziti za učinkovini M1 (arabinogalaktan) in M4 
(matični mleček), a so bili nižji v primerjavi z glukozo. Učinkovina M1 je ugodno vplivala 
na rast sevov vrste L. paracasei, medtem ko je učinkovina M4 ugodno vplivala predvsem na 
rast sevov vrst L. rhamnosus in L. plantarum.  
 
Enterokoki vrste E. faecalis se na stene polistirenske mikrotitrske plošče boljše pritrjujejo 
kot enterokoki vrste E. faecium. Subinhibitorne koncentracije (100, 50, 25, 12,5 in 6,25 
µg/ml) etanolnega izvlečka iz semena melaguetskega popra niso zmanjšale adhezivnosti 
enterokokov na površino mikrotitrske plošče.  
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PRILOGE 
 
Priloga A: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 2 % glukoze 
Optična gostota 














































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 0,54 1,15 1,30 / / 0,52 0,48 0,47 
0,10-0,20 0,10 0,88 0,42 / / 0,34 0,42 0,25 
0,15-0,30 0,09 0,63 0,26 / / 0,25 0,40 0,12 
0,20-0,40 / 0,53 0,26 / / 0,21 0,30 0,15 
0,25-0,50 / 0,56 0,19 / / 0,20 0,25 0,22 
0,30-0,60 / 0,56 0,15 / / 0,17 0,17 0,29 
0,35-0,70 / 0,40 0,06 / / 0,11 0,12 0,24 
0,40-0,80 / 0,36 0,05 / / 0,03 0,04 0,18 
0,50-1,00 / 0,26 / / / / /  
Plato OG / 0,90 0,70 / / 0,74 0,78 0,89 
 
Priloga B: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 1 % glukoze 
Optična gostota 














































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / 0,58 0,42 / / 0,47 0,40 0,96 
0,10-0,20 / 0,71 0,43 / / 0,47 0,56 0,52 
0,15-0,30 / 0,71 0,36 / / 0,37 0,44 0,23 
0,20-0,40 / 0,70 0,43 / / 0,34 0,38 0,18 
0,25-0,50 / 0,67 0,39 / / 0,26 0,30 0,18 
0,30-0,60 / / 0,35 / / 0,23 0,21 0,22 
0,35-0,70 / / 0,27 / / 0,19 0,18 0,24 
0,40-0,80 / / / / / 0,17 0,16 0,23 
0,50-1,00 / / / / / 0,12 0,13 0,06 
Plato OG / 0,79 0,66 / / 0,98 1,05 1,01 
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Priloga C: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 2 % inulinom 
Optična gostota 















































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / / 0,31 / / 0,60 / / 
0,10-0,20 / / 0,10 / / / / / 
0,15-0,30 / / 0,05 / / / / / 
Plato OG / / 0,28 / / 0,15 / / 
 
Priloga D: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 1 % inulinom 
Optična gostota 














































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / / 0,60 / / 0,70 0,44 / 
0,10-0,20 / / / / / / 0,14 / 
Plato OG / / 0,15 / / 0,14 0,24 / 
 
Priloga E: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 2 % arabinogalaktanom 
Optična gostota 














































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / 0,10 0,08 / 0,24 0,15 0,11 0,46 
0,10-0,20 / / / / 0,10 0,08 0,12 0,21 
0,15-0,30 / / / / / 0,08 0,11 / 
0,20-0,40 / / / / / 0,07 / / 
Plato OG / 0,12 0,09 / 0,25 0,43 0,35 0,22 
 
Priloga F: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 1 % arabinogalaktanom 
Optična gostota 














































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / 0,08 0,28 / 0,41 0,33 0,28 0,39 
0,10-0,20 / / 0,03 / 0,14 0,36 0,31 0,13 
0,15-0,30 / / / / / 0,12 0,15 / 
0,20-0,40 / / / / / 0,08 0,09 / 
0,25-0,50 / / / / / 0,04 / / 
Plato OG / 0,11 0,23 / 0,21 0,50 0,44 0,23 
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Priloga G: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu z 2 % matičnim mlečkom 
Optična gostota 














































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / 0,10 0,12 0,08 0,28 / 0,17 / 
0,10-0,20 / 0,24 / / / / 0,07 / 
0,15-0,30 / 0,31 / / / / / / 
0,20-0,40 / 0,24 / / / / / / 
0,25-0,50 / 0,08 / / / / / / 
Max OG / 0,49 0,16 0,12 0,11 / 0,22 / 
Plato OG / 0,44 0,14 0,09 0,09 / 0,19 / 
 
Priloga H: Specifična hitrost rasti laktobacilov, gojenih v testu s 1 % matičnim mlečkom 
Optična gostota 















































Specifična hitrost rasti μ (h-1) 
0,05-0,10 / 0,38 0,32 / / 0,32 0,59 0,46 
0,10-0,20 / 0,55 0,04 / / / 0,45 0,32 
0,15-0,30 / 0,39 / / / / / 0,29 
0,20-0,40 / 0,17 / / / / / / 
Max OG / 0,43 0,25 / / 0,18 0,37 0,38 
Plato OG / 0,36 0,20 / / 0,12 0,33 0,35 
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Priloga I: Diagram sipanja, surovi podatki določanja tvorbe biofilma enterokokov na 











Diagram sipanja dolocanje tvorbe biofilma
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